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Rinige Versuche zur Kenntnis der Sorptionsfahigkeit von 
Aluminiumhydroxyd. 


Von 


H. v. Euler und Elsa Erikson. 
(Mit 1 Figur im Text.) 





(Aus dem Biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 22. Dezember 1922.) 


Schon vor lingerer Zeit haben Kuler und B. af Ugglas?) 
sich die Aufgabe gestellt, ,die Adsorption verschiedener Kérper- 
klassen durch die gebréuchlichen Adsorptionsmittel zu unter- 
suchen, um festzustellen, welche Stoffe sich in bezug auf die 
Adsorption den einzelnen Enzymen analog verhalten.“ Die 
ersten Versuche haben sich auf die Adsorbentien Aluminium- 
hydroxyd, Eisenhydroxyd, Kaolin und Kohle erstreckt. Nur 


/wenige Versuche sind verdffentlicht worden, da die Unter- 


suchung aus auBeren Griinden abgebrochen werden muBte. 

Seit dieser Zeit sind zwar hinsichtlich der Verwendung 
der Sorbentien Aluminiumhydroxyd und EKisenhydroxyd zur 
Reinigung von Enzymlésungen durch Willstatter und seine 
Mitarbeiter?) groBe Fortschritte erzielt worden, unsere dies- 
beziiglichen Kenntnisse sind aber noch rein empirisch, d. h. iiber 
die Art der Oberflichenreaktion zwischen den genannten Sor- 
bentien und Reprisentanten der verschiedenen Kérperklassen 
besitzen wir noch kein zu einer theoretischen Behandlung des 
Gebietes ausreichendes Tatsachenmaterial. 


_—. 


') Euler u. B. af Ugglas, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi, 3, 
Nr. 34 (1910), 

*) Willstitter u. Racke, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 425, S. 1 
(1921) und Bd. 427, S. 111 (1922); Willstitter, Graser u. Kuhn, 
Diese Zs, Bd. 128, S. 1 (1922); Willstitter u. Wassermann, Diese 
Zs. Bd. 123, S. 181 (1922). 
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9 H. v. Euler und Elsa Erikson, 


Auch diese Mitteilung enthalt nur einige orientierende Ver. 
suche, welche aber im hiesigen Laboratorium fortgesetzt werden. 

Wie der eine von uns schon mehrfach betont hat, mug 
das Studium der Sorptionen insofern enger an die rein che. 
mischen Erscheinungen angeschlossen werden, als versucht 
werden muB, GréBe und Beschaffenheit der Oberflichen x 
messen und zu definieren, um das Massenwirkungsgesetz und 
speziell die Gesetze der Salzbildung, der Hydrolyse und der 
doppelten Umsetzung auf die Adsorptionen anzuwenden, welche 
sich in der Regel durch nichts anderes von den in homogenen 
Reaktionen verlaufenden Lésungen unterscheiden als dadurch, 
daB die aktive Masse des adsorbierenden Stoffes auf die Ober- 
fliche begrenzt ist. 

Wir kénnen uns also nicht unbedingt der Auffassung an. 
schlieBen, daB die Adsorption tiberhaupt und speziell die Ad- 
sorption der Enzyme auf der Wirkung von Affinitatsresten 
beruht, sondern wollen erst untersuchen, ob sich die Ad- 
sorption nicht durch die Wirkung von Hauptvalenzen be- 
schreiben laBt. 

Die ,,aktive Masse einer Oberfliche“ ist bis jetzt noch ein 
ungeniigend definierter Begriff. Das Ziel der Arbeiten aus 
dem hiesigen Laboratorium, welche sich mit Adsorption be- 
schiftigen, ist die experimentelle Priifung der Frage, wie weit- 
gehend sich die Adsorptionserscheinungen quantitativ berechnen 
lassen: 

1. aus der Zahl der Molekiile in der Oberfliche des Sorbens, 

2. aus der Léslichkeit des aus Sorbend und Sorbat ent- 
stehenden Kérpers und den Gleichgewichts- und elektrolytischen 
Dissoziationskonstanten der Komponenten. 

In vielen Fallen handelt es sich um heterogene hydro- 
lytische Gleichgewichte. 

In welchem Grade dann noch die Orientierung der Molekiile 
des Sorbenden und sein Quellungszustand bzw. seine Hydra- 
tation den Gesamtvorgang beeinfluBt, l4Bt sich auf Grund der 
vorliegenden Tatsachen noch nicht beurteilen. 

In den hier mitzuteilenden Versuchen haben wir Minimal- 
wirkungen aufgesucht, wir haben also mit sehr verdiinnteu 











Einige Versuche zur Kenntnis der Sorptionsfihigkeit usw. 3 


Lisungen und verhaltnismiBig wenig Sorbens gearbeitet, um 
eventuelle AuBerungen einer chemischen Sorption méglichst 
ren zur Erscheinung zu bringen. 


Aluminiumhydroxyd. 


Das Aluminiumhydroxyd ist bekanntlich ein amphoterer 
Elektrolyt. Bemifit man die Starke der Base Al(OH), nach 
der Hydrolyse seiner Salze mit starken oder schwachen Sauren, 
go ergibt sich fiir die primaire Dissoziationskonstante des 
Aluminiumhydroxyds') (als einsiurige Base berechnet), bei 
Normaltemperatur 20° als abgerundeter Mittelwert X, 


r a= 10~—10 
K, = 10—*, 


Kine diesbeziigliche direkte Bestimmung des reinen Hy- 
droxydes stéBt auf die Schwierigkeit, daB das zuniichst in 
kolloidaler Form austallende Hydroxyd ,,altert“, und dabei nicht 
nur seine Léslichkeit sondern auch seine iibrigen stofflichen 
Kigenschaften veriindert. Diese streben zwar konstanten Grenz- 
werten zu, welche den Konstanten des krystallinischen Alu- 
miniumhydroxydes entsprechen; aus Kigenschaften des letzteren 
liBt sich aber das Verhalten der kolloidalen Base nicht ableiten. 

Das gleiche gilt fiir das Verhalten des Aluminium- 
hydroxydes als Séure; die ,,Aluminiumsiure“ fungiert gegeniiber 
stiirkeren Basen als einbasische nicht kolloide Siure (Hantzsch, 
Noyes und Whitney, Slade)?). 

Slade schitzt K, zu wenigstens 107}% 

Zu unseren Versuchen haben wir das Aluminiumhydroxyd 
aus Aluminiumsulfat durch Fallen mit Ammoniak in der Wirme 
dargestellt und in der von Willstatter und Racke’) an- 
gegebenen Weise behandelt. Es war nicht ganz rein weiB, 
vermutlich wegen eines — allerdings sehr geringen — Gehaltes 
an Kisen. Ferner enthielt die wiBrige Aufschiumung, wie 





1) Siehe N. Bjerrum, Zs. physik. Chem. Bd. 59, 8. 386 (1907). Vgl. 
auch Ley, ebenda Bd. 30, 5. 245 (1899). 

*) Siehe hierzu R. E. Slade, Zs. f. Elektroch. Bd. 17, 5. 261 (1911); 
Zs. anorg. Chem. Bd. 77, S. 457 (1912). 

*) Willstitter u. Racke, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 425, 
S. 1 (1920/21). 


1 Gg 





4 H. v. Euler und Elsa Erikson, 


durch Herrn K. Josephson festgestellt wurde, eine Spur 
SO,-Ion, namlich 0,01 °/,. 


Aluminiumhydroxyd und Phosphat. 


Die Gleichgewichte, welche zwischen Aluminiumhydroxyd 
und Alkaliphosphatlésungen bei verschiedenen Acidititen ein. 
treten sind sehr kompliziert, nicht nur wegen der wechselnden 
Beschaffenheit des Aluminiumhydroxydes sondern auch wegen 
der kolboidalen Eigenschaften der verschiedenen méglichen 
Aluminiumphosphate und den damit zusammenhingenden uw. 
gewohnlichen Dissoziationsverhaltnissen dieser Salze. So fand 
z. B. O. Svanberg’) im hiesigen Laboratorium, daB die Bildung 
von Aluminiumphosphat aus einer neutralen Lésung von 
Aluminiumchlorid und einer Liésung von KH,PO, mit dem 
Auftreten deutlich alkalischer Reaktion verbunden ist, was auf 
die Bildung eines elektrolytisch nicht dissoziierten, mehr als 
einbasischen Aluminiumphosphates zuriickzufiihren ist. 

Da sowohl Sorption wie Elution von Saccharase durch 
Phosphat beeinflu8t wird, haben wir im AnschluB an die 
Messungen von Myrbick?) einige Versuche iiber die Sorption 
von Phosphat durch Aluminiumhydroxyd angestellt. 

PO,-Konzentration: 0,10 norm. 

6,2 g Al(OH), in 100 g Mischung. 

PO,-Konzentration in der Mischung nach 22 Stunden 0,044 norm. 

Diese nicht unbedeutende Sorption bezieht sich auf die 
Aciditét p, = 6,0. Die GréBe der Sorption ist aber von der 
Beschaffenheit der Tonerde ganz auBerordentlich stark abhiingig; 
wir werden in einem anderen Zusammenhang auf die hier mit- 
wirkenden Faktoren zuriickkommen. 


Versuche tber Sorption von Rohrzucker. 


0,25 n-Rohrzuckerlésungen wurden mit wechselnden Mengen 
von Tonerdehydratsuspension gemischt und geschiittelt. Nach 
Verlauf eines Tages wurde die Mischung filtriert und die 
Drehung der Lésung wurde gemessen. 





1) Svanberg, Zs. f. anorg. Chem. Bd. 108, S. 70 (1919). 
*) Euler u. Myrbick, siehe folgende Mitteilung. 
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Die Tonerde-Suspension’) enthielt 3,17 g Al(OH), auf 91,2 ccm 














Wasser. 
aa Zuckerlésung | ccm Tonerde-Suspension | Drehung im dm-Rohr 
15 5 4,08 
15 10 8,30 
15 15 2,15 
15 20 2,38 
15 30 1,87 








Aus einer rund 3 °/, igen Rohrzuckerlésung wird also durch 
1g des angewandten Aluminiumhydroxyds innerhalb der Fehler- 
grenzen kein Rohrzucker sorbiert. 

In einer solchen Mischung wird durch den Rohrzucker 
hichstens 0,1°/, des Tonerdehydrates in Lésung gebracht.?) 

Kine zweite Versuchsreihe bezieht sich auf Mengen- 
verhiltnisse, welche bei den Elutionen von Saccharase nach 
Willstatter in Anwendung kommen. 


Konzentration der Rohrzuckerlésung: 0,53 n. 

Zusammensetzung der Tonerde-Suspension: 6,2 g Al(OH), in 100 g 
Suspension. 

Mischung im Verhiltnis 5 cem Rohrzuckerlés,: 2 ccm Suspension. 








Drehung im 10 cm-Robr 4 Stunden nach 
der Mischung Sorbiert g Rohrzucker 


per g Al(OH), 





Beobachtet | Berechnet 











8,25 | 8,28 | 0,025 
Die sorbierte Menge geht kaum iiber die Versuchsfehler- 
grenze hinaus. 
Versuche mit Leucin. 


Kinige frithere Versuche von Euler und B. af Ugglas 
(a. a. Q.) hatten gezeigt, daB Witte-Pepton durch Al(OH), aus 
verdiinnten Liésungen in nicht sehr viel geringerem Grad 





') 94,25 g Suspension gaben nach dem Eindunsten und Gliihen 
2,07 g Al,O,. 

*) Hierzu ist zu bemerken, da8 die Bindung von Al(OH), an Rohr- 
zucker erst in sehwach alkalischer Lésung eintritt. Die Aciditit unserer 
Mischung lag etwa bei pu = 6,5. 



























6 H. v. Euler und Elsa Erikson, 


sorbiert wird, als Ovalbumin.?) Nun ist Witte-Pepton ein fi; 
vorliegende Zwecke nicht ausreichend genau definiertes Priaparat, 
da es eine unbestimmte Mischung von Albumosen, Peptonen, 
Peptiden und Aminosiiuren ausmacht. Wir haben diesmal mij 
den tiefsten proteolytischen Abbauprodukten angefangen und 
speziell das Leucin untersucht. 

Das Leucin kann sich sowohl als Saure wie als Base. 
gemiB den Dissoziationskonstanten (25°) K, = 1,8-10-! und 
K, = 2,3-10— mit dem amphoteren Elektrolyten Al(OH), 
verbinden. In welcher Beziehung die Komplexbildung, welche 
zwischen Aminosiuren und Metallhydroxyden vom ‘Typus 
Cu(OH), und Al(OH), nachgewiesen ist, mit der theoretisch 
noch ungeniigend behandelten Salzbildung zwischen zwei An. 
pholyten zusammenhingt, soll hier nicht diskutiert werden. 
Waren die beiden Komponenten gelést, so wiirde die Hydrolyse 
sehr groB sein, entsprechend dem Produkt (20°) 


Ky X, (diss. Salz] | a eer 
Ky __ [freie Siiure] [freie Base] 10-14 








= 10’; 


hiernach wiirden also die Konzentrationen der freien Siure und Base 
durch eine Salzbildung praktisch nicht veriindert. Was unsere 
experimentellen Resultate betrifft, so kénnen wir uns auf die Mit- 
teilung beschrinken, da8 durch 3,30 g Aluminiumhydroxyd die 
Konzentration?) einer 0,08 norm. Leucinlésung mit weniger als 
1°/, geindert wird, und zwar gilt dies fiir das Aciditatsgebiet 
Py = 5,4 bis 9,0. Versuche an der Léslichkeitsgrenze folgen. 


Versuche mit Nucleinsadure. 


Als Material haben wir Natrium nucleinicum Boehringer 
verwendet. Hine etwa 5,2°/,ige Lésung dieses Priparates 





1) AuBer den Versuchen yon Michaelis u. Rona Biochem. Zs. 
4—16) liegen tiber die Adsorption von Ovalbumin durch Al(OH), neue 
Versuche von Rakusin u. Braudo, sowie Rakusin, Flier u. Bloch 
vor (Chem. Zbl. 1922, III, S. 1277), welche uns aber im Original nicht 
zuganglich sind (Journ. Russ. Phys. Chem. Ges. 48 [1916)). 

*) Die Konzentrationsbestimmungen wurden sowohl nach der Mikto- 
Kjeldahl-Methode ausgefiihrt als durch Titration der 97 °/, igen alko- 
holischen Lésung nach Willstiitter und Waldschmidt-Leitz (Chem. 
Ber. Bd. 54, S. 2988 (1921). 





Vi 








om. 


Einige Versuche zur Kenntnis der Sorptionsfihigkeit usw. 7 


ergab!) nach der Mikro-Kjeldahl-Methode, untersucht per ccm, 
6,36—6,33 mg N. 

Diese Lésung wurde mit wechselnden Mengen Al(OH), 
4 Stunden geschiittelt und dann unter Vermeidung von Ver- 
dunstung filtriert. 


img N entspricht 8,12 mg Substanz. 
Versuche bei p,, = 7,6. 




















5 eem Nucleinatlésung + cem mg N per cem urspriingliche Lésung 
Tonerdeemulsion im Filtrat 
2 5,82 5,84 
5 5,00 4,98 
10 3,64 3,68 
15 2,52 2,52 





Demgemi8 sind sorbiert worden: 

















P Substanz entspr. Von 1 ccm Susp. Substanz 
Von eem Suspension 
mg N/ccem entspr. mg N/ecm 
2 0,52 0,26 
5 1,36 0,27 
10 2,69 0,27 
15 3,83 0,26 








Von 1ccm Tonerdesuspension = 0,0330 g Al(OH), sind 
also Nucleinséuren sorbiert worden entspr. 0,27 mg N, somit 
von 1g Aluminiumhydroxyd 0,331 g Nucleinsauren. 

In uhnlicher Weise wurden die Versuche bei den Aci- 
dititen p,, = 6,9, ferner 4,2 und 5,3 sowie 3,5 ausgefihrt. 

Wir fassen unsere Ergebnisse in folgender kleinen Tabelle 
und in der Figur zusammen: 


1) Fiir die freundliche Uberlassung dieses sehr guten Priparates 
sind wir der Firma C. F. Boehringer & Séhne, Mannheim zu Dank 
verpflichtet. 
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1 g Al(OH), sorbiert é or 
g Nucleinat bei Py 
0,33 1,6 
0,857 6,9 
0,431 5,3 
0,509 4,2 
0,608 3,5 

0,6\3 SOTORILS : 





\ 1g Al(OH), 














g sorbierte Nukleinsiure. 


O35) hid 
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J 4 oy o , + 


























Wurde die Nucleinatlésung noch saurer gemacht als 
Pu = 3,5, so trat Fallung ein, weshalb die Versuchsreihe!) nicht 
weiter im sauren Gebiet fortgesetzt werden konnte. 





') Wir wollen hier nochmals betonen, daB die angegebenen Zahlen 
fiir unser in oben erwihnten Weise hergestelltes Tonerdehydrat gelten. 











Zur Kenntnis der Sorptionsfahigkeit von 
Aluminiumhydroxyd. II. 


Yon 


H. v. Euler und Elsa Erikson. 
Mit 2 Figuren im Text. 








(Aus dem Biochemischen Laboratorium der Hochschule in Stockholm.) : 
(Der Redaktion zugegangen am 26. Februar 1923.) 


Die hier mitgeteilten Versuche beziehen sich auf die 
Sorption von Phosphorsiure aus waBrigen Phosphatlésungen ie 
an Tonerdehydrat; sie schlieBen sich an unsere friiheren i Pigs 
Messungen an und erginzen dieselben in zwei Richtungen. : 
Erstens wurde bei gegebener Aciditaét der zeitliche Ver- 
lauf des zwischen einer Phosphatlésung und Tonerdehydrat ein- 
tretenden Vorganges festgestellt. 
Zweitens sollte der EinfluB der Aciditit auf den End- 
zustand untersucht werden; indessen ist dazu lingere Zeit er- 
als forderlich, als wir angenommen hatten; diese Versuche bediirfen 
sht also einer Erweiterung. 

Was das Material und die Methodik betrifft, so kénnen | 
wir auf die vorhergehende Mitteilung verweisen.!) Die Ton- ieee 
erdehydratsuspension, welche hier verwendet wurde, enthielt aa 
stets 6,2 g Al(OH), baw. 4,05 g Al,O, in 100 g Suspension. nee 


en 
on. 


A. Zeitlicher Verlauf des zwischen suspendiertem Aluminium- i. 
hydroxyd und geléstem Phosphat eintretenden Vorganges. Mi 

Wie wir schon in der vorhergehenden Mitteilung an- Pc! 

gegeben haben, gibt eine Phosphatlésung an darin suspendiertes ce 


') H. v. Euler u, Elsa Erikson, Diese Zs. Bd. 128, S. 1 (1923). 





0,4 


, 


0,3 


10 H. v. Euler und Elsa Erikson, 


Tonerdehydrat Phosphationen ab, und zwar in einer Menge 
welche von der Konzentration der Lésung und von ihre 
Aciditét abhingt. Bezeichnet man diesen Vorgang, der Kiirze 
wegen, wie wir es tun, mit Sorption, so ist tiber dessen Ar 
noch nichts ausgesagt. Der chemische Charakter des Vor. 
gangs tritt unverkennbar hervor; jedenfalls wird man annehmey 
miissen, daf die Affinitit zwischen Phosphorsiure und Aluminiun. 
hydroxyd in erster Linie als treibende Kraft in Betracht kommt, 

DaB Salzbildungen, an denen kolloide dreiwertige Basen 
hbeteiligt sind, nicht, wie Ionenreaktionen im allgemeinen, augen. 
blicklich verlaufen, ist bekannt; gemessen ist, unseres Wissens, 
der Verlauf einer solchen Salzbildung noch nicht. Quantitatiy 
untersucht ist dagegen der umgekehrte Vorgang, nimlich der 
Verlauf der Hydrolyse, besonders bei dreiwertigen Kisensalzen, 
Schon die zur Erreichung des Endzustandes erforderliche Zeit 
macht es wahrscheinlich, da8& man es hier mit einer lang. 
samen chemischen Reaktion zu tun hat. Die einfache Ver. 
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2 6 10 1% 18 22 26 
Sorptionszeit in Stunden 
Fig. 1. 


teilung eines gelésten Stoffes zwischen Innerem der Lisung 
und Oberflichenschicht ist meistens in Minuten vollendet. Wie 
die Fig. 1 zeigt, ist bei unserer Versuchsreihe bei py = 5,/ der 
Endzustand erst in etwa 30 Stunden endgiiltig eingestellt. 
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Zur Kenntnis der Sorptionsfahigkeit von Aluminiumhydroxyd. [1 


Die Versuchszahlen stellen wir in folgender Tabelle 
gusammen : 














pos : | ; Nach d. Sorptions- : 
Sorptionszeit| Eingewogen} Darin es — — Sorbiert 
Stunden |g Suspension| g PQ, a PO; ta Elena g PO, per g 
0,5 53,000 1,7171 1,1923 0,244 
2,5 52,326 1,7170 1,1268 0,278 
4,0 52,493 1,7174 1,0842 0,297 
6,5 52,551 1,7180 1,0311 0,322 
18,0 52,392 1,7174 0,9185 0,376 
26,5 53,010 1,7176 0,8699 0,394 














Die Mischung wurde stets so hergestellt, daB zu der 
Phosphatlésung, deren py gemessen war, die Tonerdehydrat- 
suspension zugegeben wurde. 

Die urspriingliche Aciditit der Lésung betrug also gemaB 
den Messungen an der Phosphatlésung py = 5,7. Die Aciditat 
wird durch Zusatz des Tonerdehydrats zunachst nur un- 
wesentlich geiindert. 


B. Einflu8 der Aciditat auf die Sorption an Tonerdehydrat. 


Die Versuchsserie, welche durch die Fig. 2 dargestellt 
wird, ist mit einer Sorptionszeit von 18 Stunden ausgefiihrt 
worden, da wir damals noch nicht wuBten, daB die Ein- 
stellung des endgiiltigen Gleichgewichts eine noch langere Zeit 
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erfordert. Die in der Figur angegebenen Punkte stellen als, 
noch nicht die Endpunkte der Sorption dar, sind aber, wig 
die Fig. 1 zeigt, doch nicht sehr weit davon entfernt, falls sich 
nicht die Kinstellungsdauer stark mit pq iAndert. 

Zu jedem Versuch dieser Reihe wurde in rund 73 g Top. 
erdehydratsuspension 3,4236 g KH,PO, aufgelést. Die Lésung 
war also in bezug auf PO, rund 0,3 molar. 

Die Versuchszahlen findet man in der folgenden Tabelle: 

















g der Suspension = Mg,P,0, g Al,0, 
72,700 0,0979 4,9 0,401 
72,906 0,0920 3,6 0,426 
72,716 0,0847 3,1 0,426 
72,691 0,1028 2,3 0,368 
712,918 0,1125 2,0 0,330 











Was die Ausrechnung des Quotienten g PO, per g Al,0, 
betrifft, so ist dieser Quotient offenbar von der Phosphat- 
konzentration der urspriinglichen Lisung abhingig, und gilt 
also nur fir die speziellen Versuchsbedingungen. Wir geben 
diesen Quotienten hier an, um zu zeigen, daB unter unseren 
Versuchsbedingungen sehr erhebliche Mengen Phosphat vom 
Aluminiumhydroxyd gebunden werden. 

Das Aluminiumhydroxyd wird somit zu einem erheblichen 
Teil in Aluminiumphosphat verwandelt. 

Diese Uberfithrung des Tonerdehydroxyds in Aluminiun- 
phosphat diirfte bei der Elution der Saccharase mit Rohbrzucker 
und Phosphat eine wesentliche Rolle spielen!); das Sorptions- 
mittel A(OH), wird durch das Phosphat in Aluminiun- 
phosphat verwandelt und dadurch der Saccharase 
entzogen. Damit steht in guter Ubereinstimmung die An- 
gabe von Willstatter und Kuhn? daB das Mononatriun- 





1) Die Elution fiihren wir in der Regel mit etwas verdiinnteren 
Phosphatlésungen und Rohrzucker aus. 

*) R. Willstatter u. R. Kuhn, Diese Zs. Bd. 116, S. 58 und zwar 
55 (1921). 
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also phosphat sich ohne Anderung des Effekts durch Citratpuffer 
wie BF von pu=4,5 ersetzen laBt, nicht hingegen durch Essigsiure 
Sich oder Acetatpuffer von py =: 4,5. Man kann annehmen — und 
i ‘diese Annahme soll bald gepriift werden, daB Phosphat bei 
On- 


der Elution durch solche Puffer bzw. Salze ersetzt werden 
nme kann, welche mit Aluminiumhydroxyd schwerlésliche 
oder wenig dissoziierte Salze geben. Die Aciditait der 


elle: Lisung wird somit die Elution in zweierlei Weise beeinflussen: 
yo Zuniichst ist das Gleichgewicht 
), [Al(OH),] x [Puffer- Anion] 





[ Al-Puffersalz] 
= eine Funktion von py, und ferner kann ein ihnlicher EinfluB 
der Aciditit auf das Gleichgewicht 


[Saccharase] x [Rohrzucker] 
[Rohrzucker-Saccharase] 
angenommen werden. In dieser Hinsicht sind noch erginzende 
Versuche notwendig. 












ca grees Be rey cs Ee eee ad 
Mee ea 















gi 
<r aR Reg 








Zur Theorie der Serologie der Syphilis.’) 
Uber die Bedeutung der chemischen Beschaffenheit alkoholischer 
Pferdeherzextrakte fiir den Ablauf der serologischen Syphilis. 
reaktion nach Meinicke (D. M)). 
Chemische Prifung der Extrakte auf ihre Giite. 


Von 


Dr. Emil Epstein und Dr. Fritz Paul. 


[Aus dem staatlich-serotherapeutischen Institut (Vorstand: Hofrat Prof. Dr. Richard 
Paltauf) und der Prosektur des Franz-Josef- = (Vorstand: Prof. Dr. Oskar Stoerk, 
in Wien. 


(Der Redaktion zugegangen am 12. Januar 1923 ) 


Die zuerst von uns festgestellte Tatsache, daB die bei den 
serologischen Flockungsreaktionen der Syphilis auftretenden 
Niederschlige, zu welchen wir dem Wesen nach auch die 
Wassermannreaktion rechnen, zum weitaus iiberwiegenden 
Anteile dem Lipoid des Extrakts und nicht dem Eiweil, 
also weder dem Globulin, noch dem Albumin der 2z1u- 
gesetzten Seren angehéren, hat uns veranlaBbt, der theo- 
retischen Grundlage der Serologie der Syphilis von neuen 
Gesichtspunkten aus naher zu treten.?) 

Porges und Neubauer’) hatten vor Jahren eine Mit- 
teilung veréffentlicht, in welcher sie zeigten, daB Cholesterin 
und Lecithinsuspensionen, wie sie fiir die Luesreaktionen (die 





’) Der Inhalt dieser Veréffentlichung wurde im Auszug als Vortrag 
in der 3. Sitzung der Abteilung fiir allgemein soziale Hygiene und Mikr- 
biologie der Hundertjahrfeier Deutscher Naturforscher und Arzte in 
Leipzig am 22. September 1922 von Dr. Emil Epstein mitgeteilt. 

*) Emil Epstein u. Fritz Paul, Zur Theorie der Serologie der 
Syphilis, Arch. f. Hygiene, Bd. $0, Heft 3, S. 98 (1921). 

*) O. Porges u. kK. Neubauer, Biochem. Zs. Bd. 7, S, 152 (1907): 
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Wassermannreaktion, die Flockungsreaktionen nach Porges, 
Perutz u. a.) in Verwendung stehen, zufolge ihrer Fallbarkeit 
gegentiber den Salzen der Alkalimetalle, Kdelmetalle und 
Schwermetalle, sowie gegen Saiuren eine anodische Konvektion, 
somit negativ elektrische Ladung aufweisen. Wir erbrachten 
den Nachweis der negativen elektrischen Ladung der Lipoid- 
teilchen im wiiBrigen Dispersionsmittel durch das direkte Ver- 
fahren der elektrischen Uberfihrung im Uberfiihrungsrohre und 
in der elektroosmotischen Zelle und verweisen auf unsere ab- 
schlieBende Veréffentlichung in der Kolloid-Zeitschrift.?) 

Den Gegenstand der vorliegenden Verdffentlichung soll die 
Untersuchung der chemischen Beschaffenheit des alkoholi- 
schen Pferdeherzextrakts nach Meinicke bilden. 

Zunichst sei gestattet, auf eine fiir unser Thema ganz 
besonders wichtige, neuere Arbeit von Hans Lieb?) hinzuweisen 
und deren Ergebnisse zusammenfassend wiederzugeben. 

Lieb untersuchte die bei der Meinickereaktion mit Luesseren ge- 
wonnenen Niederschliige und fand in Bestaétigung und Erginzung 
unserer Befunde folgendes: Die Niederschliige ergaben einen Aschen- 
riickstand von 11,58°/,, einen Gehalt an Stickstoff von 2,48°/,, an Kohlen- 
stoff von 63,95°/,, an Wasserstoff von 10,58°/, (die beiden letzteren Zahlen 
auf aschenfreie Substanz berechnet). Ferner erwiesen sich die Nieder- 
schlige zum gré8ten Teil als iitherléslich. Die iitherlésliche Fraktion 
wurde abgedunstet und weiterhin untersucht. 

Der Atherverdunstungsriickstand betrug 77,5 —82,3°/, des urspriing- 
lichen Gewichts des Ausgangsmaterials. Der iitherunlésliche Teil war 
teils wasserléslich und bestand aus Kochsalz, zum Teil laugenléslich und 
bestand aus EiweiB (letzteres durch schwache Biuretreaktion in Spuren 
nachweisbar) und aus verunreinigenden Baumwollfasern. Der iither- 
lésliche Anteil enthielt 3,7—3,75°/, N und 2,63—2,65°/, P und nur sehr 
geringe Mengen von Cholesterin. 

Lieb schlieBt aus diesen Zahlen, ,,da8 wir es bei den durch die 


———$___. 





) Emil Epstein, Fritz Paul u. Karl Lorenz, Zur Theorie der 
Serologie der Syphilis. Die elektrische Ladung von Lipoiden in wib- 
rigen Dispersoiden und die Beziehung dieses Ladungszustands zum son- 
stigen physikalischen Zustand der Lipoiddispersoide, Kolloid-Zs. Bd. 31, 
Heft 4 (1922). 

*) Hans Lieb, Uber die chemische Natur des bei der Luesreaktion 
nach Meinieke (D.M.) entstehenden Niederschlags, Zs. physiol. Chem. 
Bd. 115, S. 147 (1922). 
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D.M. aus luetischen Seren entstehenden Flockungen mit einem Gemige) 
von sehr wasserstoffreichen, stickstoffarmen und phosphorhaltigen Vey. 
bindungen zu tun haben, die die Cholesterinreaktion nur ganz schwyae) 
zeigen und fast zur Giinze iitherlislich sind, also mit Lipoiden aus dey 
Pferdeherzextrakt und in der Hauptmenge mit Phosphatiden. Die ge}; 
geringen Mengen von Eiweif, die im Priicipitat nachzuweisen warey, 
sind leicht durch Adsorption an die Lipoidausflockungen zu erkliirey,\ 
Sodann unterzog Lieb den alkoholischen Pferdeherzextrakt als solchey 
einer Untersuchung: 

5 cem Originalextrakt nach Meinicke ergaben 0,0502 Abdunstungs. 
riickstand; die mittels Mikromethode durchgefiihrte quantitative Stick. 
stoff- und Phosphorbestimmung ergab 7,1—7,6°/, N und 1,48°/, P: dey 
Abdunstungsriickstand der itherléslichen Fraktion enthielt 6,07—7,82°. 
Stickstoff und 2°/, Phosphor. 

Folgende Ubersichtstabelle enthilt die Ergebnisse Liebs 


Tabelle I. 








Analyse der aus luetischen Seren bei | Analyse des alkoholischen Original. 





der D.M. gewonnenen Niederschlige extrakts 
Aschenriickstand: 11,58°/, 2) N: 17,1—7,6°/, 
C: 683,95 2) P: 1,48°/, 


H: 10,58 2) 
N: 248 3 





Analyse der itherléslichen Fraktion 
des Abdunstungsriickstands des al- 
koholischen Originalextrakts 


Analyse der iitherléslichen Fraktion 
dieser Niederschlige 


N: 3,7 —3,75°/) *) N: 6,07—7,8°/, 3) 
P: 2,68—2,65 3) P: 2°, 8) 





Kine Gegeniiberstellung der Stickstoff- und Phosphorwerte des 
Pferdeherzextraktriickstands und des Flockungsniederschlags zeigt gauz 
deutlich, daB der Stickstoffgehalt des Flockungsniederschlags kleiner, der 
Phosphorgehalt héher ist als im Extraktriickstand. 


Lieb zieht daraus den SchluB, daB an der Flockung 
bei der D.M. von den Organ-Extraktlipoiden hauptsiichlich die 





*) Berechnet aut das Gewicht der gesamten getrockneten Nieder- 
schlige. 
*) Berechnet auf aschefreie Substanz. 


*) Berechnet auf das Gewicht des gesamten getrockneten Abdun- 
stungsriickstands, 
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Phosphatide neben geringen Mengen anderer Lipoide, wie 
Cholesterin, beteiligt sind und nimmt somit auch beziiglich 
dieser SchluBfolgerung unseren Standpunkt ein. 

Wir kommen darauf noch ausfiihrlicher zuriick. 

AuBer Lieb hatte auch Fraenkel in Wien iiber unsere 
Bitte das Meinickeextrakt einer jedoch nur qualitativen 
Untersuchung unterzogen und festgestellt, daB es an Lipoiden 
neben Kephalin vorwiegend Lecithin (beides Phosphatide aus 
der Reihe der ungesittigten Phosphatide) enthielt. Cholesterin 
fand er in kaum nachweisbaren Spuren. 

Wir kénnen diese Befunde auf Grund eigener Nachpriifung 
bestiitigen, mdchten jedoch betonen, daB die angewandten 
Fallungsmethoden im allgemeinen Gruppenreaktionen darstellen. 
Die Kephalingruppe charakterisiert sich durch ihre Austillbar- 
keit in absolutem Alkohol.') Der Lecithinnachweis wurde nach 
Fraenkel und nach Carlo Casanova?) gefiihrt. 

Der Gang unserer Untersuchungen, sowie die aus diesen 
sich ergebenden Resultate gestalten sich folgendermafen: 

Zur Herstellung des der Untersuchung dienenden Materials, des 
ukoholischen Pferdeherzextrakts“ nach Meinickes Originalvorschrift, 
wird ein entsprechendes Quantum Pferdeherz von Fett und bindegewebigen 
Bestandteilen méglichst befreit und durch die Fleischmaschine geschickt. 
Der Fleischbrei wird sodann auf Glasplatten oder Emailteller gestrichen, 
bei 50° C. langsam getrocknet und sodann in einer Pulvermiihle pulve- 
risiert. Ein Teil dieses Pulvers wird mit 9 Teilen Ather 1 Stunde gut 
geschiittelt, der Ather abgegossen, mit Ather nachgewaschen, der Riick- 
stand wieder getrocknet und mit 9 Teilen 95°/,igem Alkohol durch 
mehrere Tage bei 45° C. unter 6fterem Umschiitteln extrahiert. Nach 
beendeter Extraktion wird filtriert, das Filtrat stellt das ,,Rohextrakt“ 
dar. Aus diesem Rohextrakt wird das fiir die Durchfiihrung der sero- 
logischen Pricipitationsreaktion nach Meinicke gebriuchliche Reagens 
folgendermaBen ausgewertet: Man vereinigt fallende Extrakt- und stei- 
gende Alkoholmengen in Proberéhren und setzt zu jeder Probe '/, Volumen 
destilliertes Wasser im raschen Gusse und nach 1 stiindigem Stehen bei 
Zimmertemperatur die siebenfache Menge destilliertes Wasser zu. Im 
allgemeinen hat sich jene Konzentration als die brauchbarste erwiesen, 
bei weleher beim ersten Wasserzusatz eine milchig durchsichtige Triibung 


) Sigm. Fraenkel, Handb. d. biol. Arbeitsmethoden, Lieferung 55, 
S. 20 (1922), 


“) Ebenso, S. 77. 
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auftritt, die sich nach 1 stiindigem Stehen stark verdichtet und bei Zusat, 
der zweiten Wassermenge zur deutlich bestehen bleibenden Triibyy, 
aufhellt. Man fiigt nun so viel Alkohol zum Rohextrakt zu, daf jen 
Konzentration erreicht ist, welche obiger Bedingung entspricht. De; 
nun entsprechend dieser Auswertung mit Alkohol verdiinnte Extra\ 
stellt das gebrauchsfertige Meinicke-Reagens dar und inde: 
auch bei liingerem Aufbewahren seine Wirksamkeit nicht mehr. 

Um zu einheitlichen Resultaten zu gelangen, wurde ei, 
gréBeres Quantum Rohextrakt (2500 ccm) bereitet und mit eine 
der Auswertung entsprechenden Menge Alkohol verdiinnt. 

Dieses Extrakt wurde an 100 Vergleichsseren teils sicher 
syphilitischer, teils syphilisfreier Individuen auf seine Verwend. 
barkeit fiir die Vornahme der Meinickeschen Priicipitations. 
reaktion geaicht und bildet als Extrakt Nr. 100 den Gegen. 
stand unserer im vorliegenden mitgeteilten Untersuchungen, 

Die Priitung auf die Reaktion des Extrakts in wib- 
riger Aufschwemmung ergab deutlich saure Reaktio; 


c 


gegen Lackmus. 

Ferner wurden 10 ccm alkoholischen Extrakts mit 50 cen 
redestillierten Wassers versetzt und mit Phenolphthalein als 
Indicator gegen n/10-Natronlauge titriert. 

Aut 100 ccm Extrakt umgerechnet wurden 16,8 ccm 
n/1U0-Lauge verbraucht. Mehrere Vergleichsextrakte, die in 
derselben Weise aus Pterdeherzpulver hergestellt worden waren, 
ergaben folgende Zahlen: 


Fiir 100 cem Extrakt Nr. 95 wurden 18 ccm n/10-Natronlauge verbraucht. 


100 ,, ‘ i a * is ,, n/10- 
100 ,, P= ~ Oe a iv ,, n/lo- 
100 _,, 9 », 102 - 21 , n/10- 


Auf die Bedeutung des Siiuregehalts des Meinickeextrakts 
fiir den Ablauf der Meinickereaktion werden wir noch zuriick- 
kommen. 

Hervorzuheben ist aber schon jetzt, daB der saure Cha- 
rakter siimtlicher fiir die Luesserologie in Verwendung 
gezogenen Kxtrakte eine allgemeine Eigenschaft dieser Ex: 
trakte darstellt. 

So verbrauchten 100 ccm Original-Sachs-Georgi-Kx- 
trakt Nr. XX 2 ccm, Nr. XXI 2,2 ccm n/10-Natronlauge uni 
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© 100 com Rinderherzextrakt fiir die Vornahme der 
© Wassermannschen Reaktion 4 ccm n/10-Natronlauge. 

Alkoholische Extrakte ohne oder mit nur geringer Wasser- 
/beimengung ergaben bei der Titration bedeutend héhere Zahlen 
fir die Neutralisation, die jedoch bei Steigerung des Wasserzusatzes im 
 entgegengesetzten Verhiltnis zur Menge des zugesetzten Wassers bis zu 
konstanten Werten absinken. Die oben angegebenen Zahlen bezeichnen 
die fiir stark verdiinnte, wiBrige Dispersoide konstanten Titrationswerte, 
2 die sich auch bei weiterer Verdiinnung nicht mehr iindern. Diese kon- 
stanten Werte sind es aber, die in Betracht kommen, da bei den sero- 
ogischen Syphilisreaktionen nur Extraktdispersoide héheren Verdiinnungs- 





— 


 crades in Anwendung gelangen. LExtrakt Nr. 102 ergab fiir 100 ec 
. Originalextrakt berechnet folgende 


2 Neutralisationswerte: 


Das konzentrierte alkoholische Extrakt: 36,2 ecm n/10-Natroniauge. 
Das '/, mit Wasser verdiinnte alko- 

holische Extrakt: 32:5 .. mid 
Das 4fach, 5fach und noch héher ver- 

diinnte alkoholische Extrakt: 21 » n 10- 


KMrgebnis der qualitativen Analyse. 


Die qualitative analytische Untersuchung des Extrakts 
ergab: 
1. Einen kisigen, die Anwesenheit von Chloriden an- 


| zeigenden Niederschlag beim Zusatz einer wiiBrigen Silber- 


nitratlbsung nach vorherigem Ansiuern mit einigen Tropfen 
Salpetersiiure. 

2. Kine michtige Lipoidfallung (Phosphatidfallung) 
hei Zusatz einer 10°/,igen alkoholischen Chlorcadmium- 
lésung. 

3. Eine Tiefviolettfirbung bei vorschriftsmaBiger An- 
stellung der Ninhydrinreaktion, und zwar sowohl im alko- 
holischen Extrakt als auch in der wiiBrigen Aufschwemmung 
des Abdunstungsriickstands dieses Extrakts. 

4. Kine eosinrote Farbung bei vorschriftsmaBiger An- 
stellung der Ninhydrinreaktion mit dem Filtrat des Extrakts 
nach Ausfillung mit Chlorcadmium. 

Do. Vollkommen negativer Ausfall der Proben nach 


Salkowski und Liebermann-Burchard auf Cholesterin. 


Q* 
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Ergebnis der quantitativen Analyse. 

Zum Zwecke der Vornahme der quantitativen Analy 
wurden 100 ccm des Extrakts im Vakuum bei 37°C. elngeengt 
und der Abdunstungsriickstand im Vakuumexsiccator ibe; 
Schwefelsiure getrocknet. Folgende Tabelle gibt Aufschlu 
iiber unsere Ergebnisse und bringt auch in einer Vergleich: 
kolonne die Werte, die seinerzeit Lieb ermittelte. 


Tabelle II. 





SS RTT AT DS EE CE AAO en aceasta, 





100 cem Originalextrakt enthalten 
Werte eigener | Vergleichswerte 
Bestimmungen | nach Lieb 
Trockenriickstand. . . . . . 11,066 g, 1,0725 g') 1,004 g 
Aschenriickstand . . . . . . {0,115 g, 0,1164 gj 
(10°/,) *) 
NE nsx) Barer ree 0,021 g 
Chlor auf Natriumchlorid berechn. 0,035 ¢ 
Stickstoff.. . . . . . . . . [0,074 g, 0,0748 g1)/ (7,1°,), (7,6", 
(7,5°/o) ”) 
Phosphor. . . . . . . . . |0,0264g,0,0267¢")| —(1,48°/,) 
(2,5°/,) *) 





Die Stickstoffbestimmung wurde nach Kjeldahl, die Phos. 
phorbestimmung nach Neumann in der Schaumann schen 
Modifikation vorgenommen.®*) 


Besprechung der Analysenergebnisse. 

Die reichliche Chlorcadmiumfiallung, sowie die quantitativen 
Zahlen fiir Stickstoff und Phosphor lassen die bisherige Au- 
nahme gerechtfertigt erscheinen, daB die untersuchten Extrakte 
Phosphatide in alkoholischer Lésung enthalten. Zieht mau 
die Resultate Liebs zum Vergleiche heran, so fallt im Gegen- 
satze zu dem von ihm gefiihrten Nachweis von allerdings nw 


") Bei Angabe von 2 Zahlen handelt es sich um Vergleichswerte 
aus Doppelbestimmungen. 

*) °/,-Zahlen beziehen sich auf Trockenriickstand aus 100 cem Or: 
ginalextrakt. 

5) Abderhalden, Hab. d. biochem. Arbeitsmethoden Bd. 9. S. 611 
bis 624 (1919). 
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| sehr geringen Mengen Cholesterin der vollkommene Cholesterin- 
/mangel in dem hier zur Untersuchung gelangten Extrakt auf. 


Hierzu sei bemerkt, daB die von uns vor Jahren bei Be- 


ginn unserer Arbeiten in Anwendung gezogenen Pferdeherz- 
Fextrakte diagnostisch nicht so absolut verliBliche Resultate 
Fergeben hatten, wie die Extrakte der Serien aus den letzten 
I Jahren, die wir besonders sorgfiltig mit Ather ausgeschiittelt 
‘und dadurch von Cholesterin quantitativ befreit hatten. Der 
‘yollkommene Mangel an Cholesterin zeichnet die fiir diagno- 


stische Zwecke optimalen Meinicke-Extrakte nach unseren 


'Erfahrungen im besonderen Mafe aus. Die Differenz der 
: Phosphorwerte in den Analysen von Lieb und von uns diirfte 
Fauf die Verschiedenheit des Untersuchungsmaterials (vgl. auch 
‘die differenten Werte fiir Trockensubstanz), zu beziehen sein. 


Kin ganz neuer Befund ist der Nachweis der stark 


| positiven Ninhydrinreaktion, einer Reaktion, welche nach 
‘Ruhemann fiir Aminosaiuren charakteristisch wire, somit 
‘darauf hinweisen wiirde, daB auBer den Phosphatiden noch 
E stickstoffhaltige Substanzen in den Extrakten vorhanden wiren, 
‘welche keinerlei Beziehung zu den Lipoiden hitten. Phos- 
‘phatide geben namlich keine Ninhydrinreaktion, was wir neuer- 
‘dings durch die Priifung einiger Merk scher Original-Lecithin- 
‘priparate mit Ninhydrin feststellen konnten. 


Doch zeigen Untersuchungen, deren Ergebnisse im spiteren 


‘angefithrt und besprochen werden sollen, daB der Extrakt 
'Aminosiuren hiéchstens in Spuren enthalt und daB die stick- 
_stoffhaltigen Bestandteile, welche neben den Phosphatiden im 
: Kxtrakt reichlich vorhanden sind, in ihrer tiberwiegenden Menge 
‘nit Aminoséuren nichts zu tun haben. 


Jedenfalls ergab sich die Aufgabe, die Phosphatide von 


Aden iibrigen stickstoffhaltigen Bestandteilen des Extraktes zu 
“trennen und deren N-Werte getrennt zu bestimmen. 


a 
a 


Trennung der Phosphatide von den sonstigen N-haltigen 
Bestandteilen des Extraktes. 
_  Naheliegend war es, die Ausfallbarkeit der Phospha- 
‘tide mit Chlorcadmium zu diesem Zwecke heranzuziehen. 
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(00 com Extrakt wurden mit 10 °/, alkoholischer Chlorcadiniuy. 
losung so lange versetzt, bis bei weiterem Zusatz kein neve 
Niederschlag mehr herausfallt. Der sehr voluminése, flockig: 
Niederschlag war gut filtrierbar. Es wurden nun die Stickstof. 
und Phosphorwerte sowohl im Filtrate als im Filterriickstande 
ermittelt. (Selbstverstiindlich wurden siimtliche in Betrach; 
kommenden Reagenzien im Leerversuche auf Stickstofi- uy 
Phosphorgehalt untersucht und als stickstoff- und phosphortre; 
efunden.} 

Folgende Zahlen wurden aus drei Parallelversuchen ge. 
wonnen: 

Tabelle 3. 





Der Chlorcadmiumniederschlag enthilt fiir 100 cem Extrakt: 


N 0,0152 g | 0,0154 ¢ 0,0154 y 
P 0,0095 g | 0,0087 g 0,0088 ¢ 





Das Filtrat enthilt fiir 100 cem Extrakt: 


N 0.0632 ¢ 0,0624 ¢ 0,0614 ¢ 
4 00172 g 0,0186 ¢ 0,0183 ¢g 


Die sich dureh Addition der Werte von Kolonnen 1, 2 und 3 er 
gebenden Gesamtzahlen fiir Stickstoff 0,0784, 0,0778, 0,0768 und fir 
Phosphor 0,0267, 0,0273, 0,0271 stimmen in den Grenzen zulissiger Ver 
suchsfehler mit den direkt ermittelten Werten (siehe Tabelle 1) gu 
iiberein (Stickstoff 0,0745—0,0748, Phosphor 0,0264—0,0267). 

Aus den auffillig niedrigen Phosphorwerten im Nieder: 
schlage — er enthilt, wie ersichtlich, kaum mehr als ei 
Mrittel des direkt ermittelten Phosphors des Ausgangs- 
materials — ergibt sich, daB das Chlorcadmium nicht das ge: 
eignete Reagens darstellt, die Phosphatide quantitativ au: 
zufiallen. 

Wir wandten uns also einem anderen Verfahren 21, 
das uns tatsichlich zum Ziele fiihrte; mit diesem Verfahreu 
waren wir bereits von unseren elektrophysikalischen Arbeiten’ 
her vertraut. 


') Kolloid-Zs. 1922 a. a. O. 
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Um die stérende Einwirkung der Elektrolyse auf die 
Kataphorese hintanzuhalten, sahen wir uns veranlaBbt, fir 
unsere Uberfiihrungsversuche, mittels welcher wir die negative 
Ladung der Lipoide in ihren wiaBrigen Dispersoiden nach- 
gewiesen hatten, waBrige Dispersoide in Anwendung zu ziehen, 
welche elektrolytfrei dialysiert worden waren. Die Technik 
der Dialyse gestaltet sich folgendermaBben: Es wurden 100 ccm 
Extrakt in Abdampfschalen gebracht und im Vakuum bei 37°C. 
eingeengt. Die Anwendung héherer Temperaturen wurde bei 
der starken Zersetzlichkeit der Lipoide (vgl. Abderhalden, 
Lehrbuch der physiologischen Chemie 1. Teil, S. 256, 1920) 
grundsitzlich ausgeschlossen. Der Abdunstungsriickstand wurde 
nunin 100 ccm destilliertem Wasser aufgenommen, in Pergament- 
schliuchen nach Schleicher & Schill Nr. 579 sowie in 
selbstbereiteten Kollodiumsaickchen und in Leinwand- 
sickchen dialysiert, welche nach Bethe und Toropoff mit 
chromierter Gelatine impriaigniert worden waren. Es zeigte 
sich, daB das Material der Dialysiermembranen ohne EinfluB 
auf die Resultate der Dialyse blieb und daB die Ergebnisse 
in gut adjustierter Dialysiervorrichtung vollkommen iiberein- 
stimmend ausfielen. Selbstverstindlich muB sich das Material 
in tadellosem Zustand befinden. Die Dialysiermembranen sind 
vor Kinstellung in den Versuch auf Durchlissigkeit fiir Elek- 
trolyte und Undurchlissigkeit fiir Kolloide gepriift worden. 
Die Lipoide nehmen bei Aufschwemmung im Wasser den 
Zustand einer kolloidalen Dispersion an und sind in diesem 
Zustande nicht dialysabel. Es gestattet also dieses Ver- 
fahren, die Phosphatide des Extraktes zu isolieren und 
somit den Weg fiir die getrennte Bestimmung des Phosphatid- 
stickstoffes freizulegen. 

Was die Dauer des Dialysierverfahrens anlangt, so wurde 
so lange gegen mehrfach gewechseltes destilliertes Wasser 
dialysiert, bis sich sowohl die Innenfliissigkeit, als auch die 
culetzt gewechselte AuBenflissigkeit als vollkommen elektrolyt- 
frei erwies. Wir priiften mit Salpetersiure- und Silbernitrat- 
zusatz auf Chloride bis zum Verschwinden der letzten Spuren 
von Chlorid und mit der iiberaus empfindlichen Ninhydrin- 
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reaktion auf dialysable ninhydrinreagierende Stoffe bis zu) 
volligen Verschwinden dieser Reaktion. Die AuBenfliissigkejt 
wurde in ihren Kinzelportionen quantitativ abgegossen und oe. 
sammelt. Im allgemeinen wihrte die Dialyse 4—5 Tage. 

Die Innenfliissigkeit zeigte auch nach vollkommen durch. 
gefiihrter Dialyse eine Spur saurer Reaktion. Kine Bestimmung 
der H-Ionenkonzentration dieses Dialysates ergab C,, = 3-94,10-' 
somit eine Wasserstoffionenkonzentration, die in der Niihe des 
Neutralititspunktes fiir Lackmus gelegen einen ganz geringen 
Sauregrad des Dialysates anzeigt. 

Dieser Befund laBt sich dahin deuten, da8 die Lipoide 
des Extraktes den Charakter einer schwachen Siiure autweisen, 
so daB ihre Dispersoide in wiBrigem Dispersionsmittel im Sinne 
von Michaelis’) als acidoide Kolloide erscheinen wiirden, 
womit gleichzeitig die negative elektrische Ladung_ ihrer 
dispersen Teilchen ihre einfache Erkliirung finde oder dahin, 
da8 neben dem Lipoid in dem Dialysate eine nicht dialysable 
schwache organische Siure vorhanden wire. 

Die Dialyse wurde im Eisschrank durchgefiihrt, um den 
EKigenabbau der Lipoide, sowie deren Zersetzung durch 
etwaiges Bakterienwachstum hintanzuhalten. Die chemische 
Analyse auf Stickstoff und Phosphor ergab im Paralellversuche 
folgende Resultate: 


Stickstoff- und Phosphorbestimmungen im Dialysate 
und in der AuSenflissigkeit. 


Tabelle 4. 




















N 0,0206 2 0,0204 2 0,0205 & 25 Vo 
P 0,0219 & 0,0222 » 0,0220 83° 
Trockenriickstand 0,684 ¢ -— — 64 °%, 





1) L. Michaelis, Kolloid-Zs. Bd. XXXI, H. 5, 8S, 246 (1922). 
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Zur Theorie der Serologie der Syphilis. 25 
Die AuBenfliissigkeit fiir 100 cem Extrakt enthilt: 
Mittelwert 
N 0,0576 g 0,0562 & 0,0569 75%), 
4 0,0047 g 0,0041 & 0,0044 o& 15° 
- Trockenriickstand 0,384 ¢ — — 36 °/, 


ss Si 2 


direkt ermittelten Werten (siehe Tabelle 2) gut iiberein. 














Die Prozentzahlen beziehen sich auf die Summe der in der Tabelle 
enthaltenen Zahlen fiir N, P und Trockenriickstand aus Dialysat und 
Augenfliissigkeit. 

Die sich durch Addition der Werte von Kolonne 1 und 2 ergebenden 


' Gesamtwerte fiir Stickstoff 0,0782, 0,766 und fiir Phosphor 0,0266, 0,0263 


stimmen wieder in den Grenzen der zuliissigen Versuchsfehler mit den 
(Stickstoff 
= 0,0745—0,0748, Phosphor = 0,0264—0,0267.) 


Es zeigt sich demnach, daB das Dialysat 25°/, des ur- 


| spriinglichen Gesamtstickstoffes, 85°/, des (esamtphosphors 
Fund 64°/, der im Extrakte vorhandenen Substanz enthiilt. 
'wihrend 75°/, des Gesamtstickstoffes, 15°), des Gesamt- 


ili Dla 
ss a 


phosphors und 36°/, der Trockensubstanz durch die Dialyse 
'entfernt worden sind. 


Unter den ermittelten Stickstoff- und Phosphorwerten sind 


' es die auf die Innenfliissigkeit sich beziehenden Zahlen, welche 


das Interesse in besonderem Mafe fiir sich in Anspruch nehmen, 


da diese Fliissigkeit die elektrolytfrei dialysierten Lipoid- 
' substanzen des Extraktes enthalten. 
-von N:P ergibt sich fiir die berechneten Mittelwerte aus der 
| Bestimmungen der Tabelle 4 


Als Aquivalenzverhiiltnis 


N:P = 2,06:1. 


Dieses Zahlenverhiltnis stimmt nahezu ganz genau mit dem 
von A. Erlandsen!?) ermittelten Aquivalenzverhiltnis von 
N:P = 2,04:1 


iiberein, welches er im Lipoid der Acetonfraktion eines aus 


_ Ochsenherzpulver hergestellten alkoholischen Organextraktes 
-ermittelt hatte. Dieses Extrakt ist mit unserem Extrakte auch 
' insofern als wesensgleich zu erachten, als das getrocknete 


Ochsenherzpulver in derselben Weise, wie das Pferdeherzpulver 





'’ Erlandsen, Diese Zs. Bd. 51, 8. 71 u. folg. (1907). 
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nach der Vorschrift Meinickes vor Bereitung des alkoholische, 
Extraktes sorgfaltigst mit Ather primir extrahiert und yo, 
seinen itherléslichen Bestandteilen befreit worden war. Ja 
Verhaltnis von N:P = 2:1 fiihrte Erlandsen zu dem Schlusse 
daf das vom ihm mit Chlorcadmium rein gefillte Phosphatij, 
dessen sonstige molekulare Zusammensetzung er tiberdies ¢. 
mittelt hatte, em Diaminomonophosphatid sei. 

Der Weg, den Erlandsen einschlagen muBte, um x 
dieser reinen Phosphatidfillung zu gelangen, war der wp. 
stindliche Weg der fraktionierten Fallung von Lipoiden. 


Der Abdunstungsriickstand des alkoholischen Extraktes wurde de 
Reihe nach mit absolutem Alkohol und absolutem Ather von anory. 
nischen und stickstottreichen phosphorarmen organischen Nebenprodukten 
gereinigt, die Atherfraktion hierauf mit Aceton ausgefiillt, die Aceton. 
fallung mit konzentriertem Alkohol aufgenommen, dadurch vleichzeitig 
yon einem in absolutem Alkohol nur in geringen Mengen ausfallenden 
Nebenprodukte, in welches Spuren von Phosphatid mitgehen, gereinigt 
and das schlieBliche Endprodukt in alkoholischer Lésung mit Chlor- 
cadmium gefillt. 

Es hat den Anschein, als ob die Dialyse bei Abtrennung 
der Phosphatide ein abgekiirztes Verfahren darstellen Wiirde, 
welches den umstiindlichen Weg der fraktionierten Fillung in 
geeigneten Fillen wesentlich abzukiirzen berufen wire. Was 
die chemische Natur des mittels Dialysierverfahrens abgeschie- 
denen Lipoids anlangt, so scheint es sich nach dem Zahlen- 
verhaltnis N:P = 2:1 um eine Substanz zu handeln, welche 
identisch mit dem Stoffe bzw. mit den Stoffgemischen sei 
diirfte, welchen Erlandsen seinerzeit durch seine fraktionierte 
Hallungsmethode im Rinderherzmuskel nachgewiesen und al 
Diaminomonophosphatid bezeichnet hatte. 

Wir méchten jedoch dieser Annahme nicht unbedinet be:- 
pflichten. 

Der eingangs erwihnte Nachweis von Lecithin und 
Kephalin im Pferdeherzextrakt scheint vielmehr mit dieser At- 
nahme insofern in einem gewissen Gegensatz zu stehen, als die 
veiden durch ihre Fallbarkeitseigenschaften identifizierten Gruy- 
pen als Monoaminomonophosphatide bestimmt sind. Wenn 
auch die Méglichkeit keineswegs von der Hand zu weisen ist, 
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jaB die abgetrennten Phosphatide des alkoholischen Heyrz- 


> oxtraktes ein Gemenge von lecithin- bzw. kephalinihnlicher 


Diaminomonophosphatide sein kénnte, welche dieselben Fiall- 
barkeitseigenschaften aufweisen wiirden, wie die Lecithin- bzw. 
die Kephalingruppe, so reicht doch das von Erlandsen und 


' yon uns ermittelte zweifellos bemerkenswerte Zahlen- 
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verhiltnis von 2N:1P allein nicht hin, diese abgetrennten 
Phosphatide als Diaminomonophosphatide zu charakteri- 
sleren. 

Das Vorhandensein von Kephalin bzw. kephalinihnlichen 
Stoffen diirfte im Sinne unserer Auffassung fiir die Kignung 
der Pferdeherzextrakte zur Vornahme der serologischen Pra- 
cipitationsreaktion von besonderer Bedeutung sein. Fraenkel 
beschreibt das Kephalin als einen Korper mit stark elek- 
trischen Kigenschatten, dessen waBrige Lésung eine 
kolloidale Lésung mit anodischer Konvektion darstellt.* 

Bei dieser Gelegenheit verdient noch hervorgehoben zu 
werden, da die Untersuchungen verschiedener Pferdeherz- 
extrakte, wie nach dem eben auseinandergesetzten nicht anders 
zu erwarten war, konstante Werte fiir den dem Phosphatid- 
phosphor entsprechenden undialysabeln Stickstoff, hingegen 
variable Werte fiir den Gesamtstickstoff, somit auch fiir 
den dialysabeln Stickstoff, welcher dem Stickstoff der 
stickstoffhaltigen Nebenprodukten des Extraktes entspricht. 

Folgende Tabelle gibt hieriiber AufschluB. 


Tabelle 5. 





In 100 cem | Gesamtstickstoff Undialysabler Dialysabler Stick- 
Stickstoff stoff (berechnet) 
kxtrakt Nr. 98 63,7 mg — _ 
5, 100 75,0 mg 20,5 mg 54,5 mg 
, 101 95,7 mg 20,7 mg 75,0 mg 
102 83,8 mg 21,0 mg 62,8 mg 
103 79,8 mg oe = 











1) Siegmund Fraenkel: Abderhalden, biol. Arbeitsmethode 
Lief. 53, S. 66/67 (1922). 
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Der dialysable Stickstoff. 

Der starke UberschuB an dialysabelm Stickstoff beweis: 
uns, dab dieser Stickstoff keinesfalls einem Stofie angehint. 
welcher eine chemische Verbindung mit dem Lipoid gebilde 
hatte, sondern, daB es sich um eine fiir die Reaktion unwesent. 
liche Beimengung von N-haltigen Substanzen handelt, welche 
in den Pferdeherzextrakten nach Meinicke als Nebenprodukte 
vorhanden sind. DaB es sich dabei weder um komplexes 
Eiweib, noch etwa um eine héhere Abbaustufe des Eiweif. 
molekiiles, wie um Peptone handeln kann, ergab der voll. 
kommen negative Ausfall der empfindlichen KiweiBreaktionen 
in der waBrigen Aufschwemmung des Abdunstungsriickstandes 
(Sulfosalicylsiure, Spieglersches Reagens, Millonsches Reagens 
sowie die Biuretreaktion. Es ware ja immerhin moglich ge. 
wesen, dab bei der bekannten Eigenschaft der Lipoide, die 
Lésung von Substanzen in Alkohol zu vermitteln, welche an 
sich in Alkohol schwer léslich oder ganz unléslich sind, aucl, 
komplexes EiweiB aus dem Pferdeherzpulver in den Alkohol 
iibergegangen ware, ebenso wie das von Lieb und von uns 
ziemlich reichlich nachgewiesene Kochsalz, welches an sich im 
Alkohol nahezu unléslich ist. 

Das Triketohydrindenhydrat (Ninhydrin) zeigt nach 
Ruhemann durch Auftreten eines violetten Farbstoffes beim 
Aufkochen der zu untersuchenden Proben Verbindungen mit 
aliphatisch gebundener NH, und freier COOH-Gruppe, also 
Aminosaiuren und zwar insbesondere «- weniger deutlich 
8-Aminosiuren an’) Da jedoch Halle, Lowenstein und 
Ptibram?) nachgewiesen haben, daB eine Anzahl von Sub- 
stanzen mit freien Alkohol-, Aldehyd- oder Ketogruppen, 
(Glycerin, Aceton, gewisse Zuckerarten) die Ninhydrinreaktion 
geben kénnen, so untersuchten wir unseren als Lésungsmittel 
in Anwendung gezogenen Alkohol, ferner Lecithin (Merck) 
und Cholin (Merck), welches etwa als Spaltprodukt des Lecithins 
in dem Extrakte vorhanden sein kénnte, ferner Cholesterin in 





1) Chem. Zbl. Bd. 1, S$. 1845, 1846 (1911). 
*) Biochem. Zs. Bd. 55, Heft 5 u. 6, 8S. 357ff. (1913). 
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alkoholischen Liésungen mittels der Ninhydrinreaktion und 
fanden durchweg vollkommen negativen Ausfall dieser Reaktion. 
iberdies schien uns nach den Mitteilungen von Halle, Land- 
steiner und Pfibram der KEintritt der Violettfarbung bei 
' Zimmertemperatur nach lingerem Stehen ohne vorherige 
Flammenerwairmung, wie er bei Aufstellung der Ninhydrin- 
reaktion mit unserem Extrakte zu erzielen war, ferner die 
unter der Wirkung des Chlorcadmiums als Elektrolyten auf- 
tretende Rotfarbung bei Anstellung der Ninhydrinreaktion mit 
dem Filtrate des Extraktes nach dessen Ausfallung mit Chlor- 
cadmium auf Vorhandensein von Aminosa&uren hinzudeuten. 
Dieser Befund veranlaBte uns Untersuchungen anzustellen, 
welche in das Mengenverhiltnis von Aminosiurestickstofi einer- 
seits, zu dem Gesamtstickstoff, dem dialysabeln und dem 
undialysabeln Stickstoff anderseits, niheren Einblick hiatten 
gewihren sollen. Wir bedienten uns zu diesem Zwecke der 
' Formoltitration nach Henriques und Sérrensen und der 
' gasvolumetrischen Methode nach van Slyke. Aber mit keiner 
| der beiden Methoden lieB sich ein auf aliphatisch gebundene 
_ NH,-Gruppen beziehbarer Stickstoff quantitativ mit Sicherheit 
| bestimmen. Wir sahen uns veranlaft, eine andere Gruppen- 
reaktion auf Aminosiure die Chinonreaktion nach Wurster?) 
anzustellen, welche jedoch ein negatives Resultat ergab. Es 
scheint uns daher zweifelhaft, ob die Ninhydrinreaktion in 
a unserem Falle Aminosiiure anzeigt. Immerhin ware bei der 
- bekannten Empfindlichkeit der Ninhydrinreaktion die Méglich- 
_ keit in Betracht zu ziehen, daB bereits sehr geringe Beimengung 
von Aminosiuren deutliche Violettfarbung gibt. Jedenfalls 
erscheint es aber ganz ausgeschlossen, daB bei dem absolut 
negativen Ausfalle aller EiweiBreaktionen und der 
Biuretreaktion der vorhandene dialysable Stickstoff des 
Nebenproduktes des Extraktes auf komplexes Eiwei8 oder 
_ hohere Polypeptide, wie Pepton oder dgl. zu_be- 
c. alehen wire. 












Die formoltitrimetrische Untersuchung nahm Herr Dy. Fried- 
lander im chemischen Institute des Rudolfspitales in Wien mit Er- 


" Centralbl. f. Physiologie Bd. I, S. 195 (1887); Bd. II, 8. 590 (1888). 
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laubnis des Vorstandes dieses Instituts Herrn Hofrat Prof. Dr. Erg; 
Freund vor. Die Methode nach van Slyke fiihrten wir im chemische, 
Laboratorium des Herrn Prof. Dr. Sigmund Fraenkel selbst jy 
Verein mit Herrn Ing. chem. Lorenz durch. Wir gestatten uns de 
genannten Herrn fiir ihr giitiges Entgegenkommen an dieser Stel), 
zu danken. 

Da somit der Ausfall der Ninhydrinreaktion die Beant. 
wortung der Frage nach der Beschaffenheit der dialysabely, 
stickstoffhaltigen Bestandteile des Kxtraktes nicht wesentlic) 
zu fordern imstande war, so war es naheliegend, mittels andere 
Reaktionen auf Vorhandensein eines stickstoffhaltigen Stoffes 
zu priifen, dessen Anwesenheit in Anbetracht der Bereitung 
des Extraktes aus Herzmuskel von vornherein zu vermuter 
war. In der Tat lieB sich dieser Stoff, das Kreatinin sowohl 
mit der Pikrinsiiurereaktion nach Jaffe+) als auch mit der Nitro. 
prussidnatriumreaktion nach Th. Weil?) so deutlich nachweiser, 
daB der SchluB wohl berechtigt erscheinen diirfte, der dialy. 
sable Stickstofi sei wenigstens zu einem betrichtlicheren Teile 
auf diese Substanz zu beziehen. 


Die Rolle des Extraktphosphatides bei Zustandekommen der 
Pracipitationsreaktion nach Meinicke. 


Weitere Aufklarungen iiber die Bedeutung des bisher er. 
mittelten Befundes geben die von Lieb durchgefiihrten Ana- 
lysen der Flocken, welche in der Versuchsanordnung der 
Meinicke-Reaktion (D. M.) bei Zusatz von Luesserum zu Extrakt- 
lipoiddispersoid in wiiBriger Kochsalzlésung ausfallen. Sie er- 
gaben einen Stickstoffwert von 3,7°/, bzw. 3,65°/, und einen 
Phosphorwert von 2,63°/, baw. 2,65°/,. (Umfassende eigen 
Flockenanalysen sind im Gange; ihre Ergebnisse werden den: 
nichst als Ergiinzung zu vorliegender Mitteilung veriffent- 
licht. werden.) 

Wenn wir die Zahlen fiir dialysabeln Stickstoff uni 
Phosphor der Liebschen Flockenanalyse mit denjenigen de 
Analyse seines Originalextraktes (Tabelle 1) vergleichen, so fillt 


1) Jaffe, Diese Zs. Bd. 10, S. 399 (1886). 
72 (1878). 


*)} Th. Weil, Chem. Ber. Bd. 11, S. 21 
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 worauf schon Lieb nachdriicklich hingewiesen hat, die betricht- 


liche Differenz der Stickstoffwerte auf. 
Die Zahl fiir den Gesamtstickstoti mit 7,35 Gewichts- 


'prozent der Trockensubstauz repriasentiert einen bei weitem 


héheren Wert, als die fiir den Stickstoff des Flockungsnieder- 
schlages mit 3,7°/,. Die Differenz unserer Werte fiir den 
nicht dialysabeln Phosphatidstickstoff (aus ‘Tabelle 4 mit 


"29 Gewichtsprozent der ‘Trockensubstanz berechnet) und den 


lurch Luesserum ausflockbaren Stickstoff nach Lieb mit 
3.7 Gewichtsprozent ist im Vergleich hierzu eine relativ geringe 
[m selben Sinne bemerkenswert erscheint es, daB unsere 


| Werte fiir den Gesamtphosphor des Extraktes (0,0265 ¢ in 
- 100cem), den nicht dialysabeln Phosphor (0,0205g in 100 ccm 


3,2 Gewichtsprozente der Trockensubstanz) (vgl. Tabelle 2 
und 4) und dem mit Luesserum geflockten Phosphorwerte nach 


' Lieb einander relativ nahestehen. 


Die Stickstoff- und Phosphorwerte zeigen, dab der aus 


| wibrigem Dispersoid undialysable Phosphor, der Phosphatid- 
a phosphor des Extraktes, welchem das iiberwiegende Quantum 
a des gesamten Phosphorgehaltes zukommt, bei der Meinicke- 
2 Reaktion eben mit diesen Phosphatiden durch Luesserum aus- 





| gellockt wird. Die bereits erwahnte Variabilitit der Werte 


fir Gesamtstickstoff (Extrakt Nr. 98 enthielt 63,7 mg, Nr. 100 
7omg, Nr. 101 96 mg Stickstoff). welche, in Anbetracht der 
honstanz der Werte fiir nicht dialysabeln Stickstoff. zugleich 
auch auf den dialysabeln Stickstoff zu beziehen ist. bildet 
wohl bei der ausgezeichneten Verwendbarkeit aller dieser 
kxtrakte ein Beweisstiick fiir die geringe Bedeutung der 
dialysabeln stickstoffhaltigen Bestandteile beim Zustandekommen 
der Meinicke-Reaktion trotz ihres relativ reichlichen Vor- 
handenseins in den Extrakten. 

Die Phosphatide des Extrakts sind es also, welche die 
iir die serologische Pricipitationsreaktion der Lues nach 
Meinicke wesentlichen Bestandteile darstellen. An anderer 
S 


KW 


telle wiedergegebene Versuche, bei welchen die Meinicke- 


Reaktion mit einem Lipoid-Dispersoid angestellt wurde, 
. * + > . . . ‘ ey 
dessen Lipoid elektrolytfrei dialysiert worden war, zeigten, 
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da8 die Mehrzahl der untersuchten Luesfalle eine einwanj.} 
freie positive Meinicke-Reaktion (D. M.) ergab, wihrend },; 
einem geringen, immerhin aber nennenswerten Prozentsat 
(etwa 30°/,) eine deutliche Abschwichung der D. M.-Reaktio; 
gegeniiber der Aufstellung dieser Fille mit Originalextrak FP 
eintrat. Diese Abschwichung der Reaktion gab einen Finge.— 7: 
zeig, auch auf jene Nebenbestandteile des Extrakts die Au.) 
merksamkeit zu lenken, welche die Wirksamkeit der Phosphatide 
beim Zustandekommen der Meinicke-Reaktion in 3°/, Koch. 
salzlésung optimal erhdéhen. 


sti thei La ADCRSR SS AEE HRY Fie 
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Der physikalische Zustand des Extraktkolloids. 


a) Die Bedeutung des Siuregehalts des Extrakts, [7 
Behufs Herstellung des Dispersoids aus dialysierten | i 
Lipoid wurde das in friher erwihnter Weise elektrolytini J der 
dialysierte wiBrige Lipoid-Dispersoid im Vakuum zur Trockn | © dar, 
abgedunstet, mit dem entsprechenden Volumen 95°/, Alkohd : Ste! 
versetzt und im Vakuum neuerdings auf die Hilfte des Volumen | | 
eingeengt, um ein vorhandenes Lipoiddefizit jedenfalls mJ 
decken, welches durch Abbau der Lipoide wihrend der Dialys 
oder durch Verlust bei Wiederaufnahme des Trockenriickstandes F 
mit Alkohol etwa entstanden wire. Die qualitative Unter Fem 
suchung dieses Extrakts ergab, daB er vollkommen frei vo f | Met 
Kochsalz und ninhydrinreagierenden Stoffen war und in wiiBriger F 9 Aus 
Verdiinnung nur spurenweise sauer reagierte. Bei Auswertung F area: 
dieses Extrakts nach Meinicke zeigte sich, da® auch da [| suns 
konzentrierte alkoholische Extrakt mit der halben Meng e 
Wasser versetzt, im Gegensatz zu dem Verhalten des urspriing f = der 
lichen alkoholischen Extrakts nur eine minimale Triibung q Zus 
ergab, welche sich erst bei lingerem Stehen um geringes vel- a Ver 
stiirkte. Auch Zusatz von 3°/, Kochsalzlisung bewirkte nur f 701d 
eine unwesentliche Triibungszunahme. Selbst nach Hindampife } | sche 
dieses Extrakts auf 1/,, seines Volumens. trat keine wesentliche | ¥beg 
Anderung in diesem Verhalten auf. Setzte man aber dem | vor! 
Extrakt vor dem Wasserzusatz eine minimale Menge sali —@-— 


1) Kolloid-Zs. Bd, 31, Heft 4. S. 1920 (1922). Mad 
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and. F% inrehaltigen Alkohols zu, bzw. gibt man ihm durch Zusatz 
yon soviel alkoholischer Salzsiure den Siuregehalt wieder, 
den das Extrakt vor Dialyse seiner Lipoide aufgewiesen hatte, 
“%so trat entsprechend dem stirkeren oder geringeren Lipoid- 
. gehalte sofort stiirkste bis starke milchige Triibung auf. Daraus 
ist zu ersehen, da der urspriingliche Gehalt des Extrakts an 
dialysabler Siiure fiir den Dispersititszustand nach seiner Ver- 
diimung mit Wasser bzw. 3°/, wiBriger Kochsalzlisung von 
Bedeutung ist. Im alkoholischen Extrakt sind die Wasser- 
stoffionen der Siuren nicht dissociiert, werden aber durch den 
Wasserzusatz frei und bewirken durch teilweise Entladung 
eine GréBenzunahme der nunmehr kolloid gelésten negativ 
seladenen Extraktlipoidteilchen, welche bei lingerem Stehen 
- zunehmende Triibung im Gefolge hat. Diese Vergréberung 
tfrel dex Lipoidteilchen stellt somit ein Vorstadium der Ausflockung 
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ckne f = dar, ohne jedoch im rein wiBrigen Dispersionsmittel bei lingerem 
‘ohol Stehen tatsichlich zur Ausflockung zu fiihren. 
b) Die Bedeutung des Kochsalzgehaltes des 
Dispersionsmittels. 

nde Bemerkenswert erscheint es auch, daB die von Meinicke 
nter- — empirisch durch viele Reihenversuche erprobte und ausgearbeitete 
vou | | Methodik seiner Reaktion, besonders, was die einfache Extrakt- 
riger f #Auswertung und den Verdiinnungsmodus fiir das Flockungs- 


tung F sreagens mit Kochsalzlésung anlangt, mit den Ergebnissen 
das f sunserer von theoretischen Krwigungen geleiteten Untersuchungen 
eng | siibereinstimmen. Das langsame Uberfiihren des Lisungszustandes 
‘jing F der Lipoide im alkoholischen Extrakte in ihren kolloiden 
bung f @Zustand durch den ersten Wasserzusatz und die beabsichtigte 
ve: f | Vergréberung des Dispersitiitszustandes dieses wiBrigen Disper- 
nu f ssoids durch einstiindiges Stehen vor dem Kochsalzzusatz er- 
pin Fo escheint uns jetzt auch vom theoretischen Standpunkte wohl 
liche F @begriindet. Setzt man der durch den ersten Wasserzusatz 
dem f ¥Vorbereiteten Lipoidsuspension nunmehr die 7fache Menge 
“—3°), Kochsalzlésung zu, so bewirken die Natriumionen infolge 
hrer positiven elektrischen Ladung durch neuerliche Ent- 
adungsvorgiinge eine weitere Vergréberung des dispersen Zu- 
lloppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXVIII. 3 
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Zusatz von 0,1 ecm n-Salzsiure | a E 
Konzentration | | ae . yi 

Volumen | Lipoid-Dispersoid Ablesungszeit 

| nach 

; — 125 bei 37° 

0,9 cem im destillierten Wasser 94% hei 15° 

on in 3°/,iger wiBriger Koch- al bei sic 
salzlésung 24" bei 15 + t 














standes, welcher bei lingerem Stehen des Extraktdispersoids 
in Kochsalzlésung fast stets zur Spontanausflockung de 
Lipoids fiihrt. 


c) Summation der Salz- und Siiurewirkung. 


DaB sich Salzwirkung mit Saiurewirkung tatsichlich sum. 
mieren, laBt sich in zwei Versuchsreihen zeigen: 

Setzt man zu je 1 ccm des rein wiBrigen Lipoiddispersoids 
einerseits, des Lipoiddispersoids in 3 °/, waBriger Kochsalzlisung 
anderseits, Salzsiure in steigender Konzentration zu, so beginnt 
die Flockung der Extraktteilchen bei letzterem schon bei 
einer bedeutend geringeren Siurekonzentration, als bei ersterem. 
Obige Tabelle zeigt dieses Verhalten. 


Die physikalischen Vorgange beim Zustandekommen der Pri- 
cipitationsreaktion nach Meinicke. 


Aus allem ergibt sich, daB das Lipoiddispersoid nach 
Meinicke in waBriger Kochsalzlésung fiir den Versuch, vor- 
schriftsmaBig bereitet, einen duBerst labilen, kolloiden Gleick: 
gewichtszustand aufweist, einen Zustand, den wir als Zustand 
»erhdéhter Flockungsbereitschaft“ bezeichnen méchten. Und 
gerade dieser physikalische Zustand der Extraktdispersoide ist 
es, welcher sie fiir die Vornahme der Meinickeschen Pri 
pitationsreaktion in so ausgezeichneter Weise brauchbar ge 
staltet. Die fiir das Zustandekommen der Priicipitationsreaktion 
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nach Meinicke in Betracht kommenden Vorgiinge spielen sich 
nach unserer Auffassung, abgesehen von der nicht zu vernach- 


lissigenden Wirkung der Oberflichenspannung der dispersen 
Substanz und des Dispersionsmittels, von dem molekularen 


' Druck der im Dispersionsmittel gelésten Kochsalzmolekiile, der 


Viscositiit des Dispersoids u. a. folgendermafen ab: 

Das urspriinglich in Alkohol molekular oder annihernd 
molekular disperse Lipoid geht durch den ersten Wasserzusatz 
in eine kolloide Zustandsform mit stark negativer Ladung des 
Lipoids iiber. Anderseits gelangt durch diesen Wasserzusatz 
die _ alkoholischen Extrakt undissoziierte dialysable Saure 
des Extrakts zur Dissoziation und bewirkt durch freiwerdende 
H-Ionen Ladungsverminderung der negativ geladenen Lipoid- 
teilchen, als deren Folge eine Massenzunahme dieser Teilchen 
in Erscheinung tritt, welche sich in Triibung und Triibungs- 
zunahme des wiBrigen Dispersoids bei 1 stiindigem Stehen 
iuBert. Erfolgt nunmehr Zusatz einer 3°/, igen Kochsalzlésung, 
so kommt es unter der Wirkung der positiv geladenen Natrium- 
ionen zu weiterer Ladungsverminderung und im Zusammen- 
hange damit zu einer zunehmenden Vergréberung des dispersen 
Zustands des Lipoiddispersoids. Kommt nun noch eine ge- 
ringe Verminderung der Potentialdifferenz hinzu, wie sie durch 
Zusatz von Luesseren erfolgt, so fiihrt sie zum Ladungs- 
ausgleich und damit zur sichtbaren Ausflockung des Li- 
poids. Der Zusatz von Seren Nichtluetischer halt die 


drohende Spontanausflockung des stark getriibten Extrakt- 
3% 
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Zusatz von 0,1 ecem n-Salzsiure | | ye 
Konzentration 3 1) 
Volumen | Lipoid-Dispersoid Ablesungezeit 
| nach 
: nes 12° bei 37° - 
0,9 ecm im destillierten Wasser o4h “6 15° a 
ain in 3°/,iger wiBriger Koch- 12" bei 37° 
‘ salzlésung 24" bei 15° +++ 














standes, welcher bei lingerem Stehen des Extraktdispersoids 
in Kochsalzlésung fast stets zur Spontanausflockung (es 
Lipoids fihrt. 


c) Summation der Salz- und Siurewirkung. 


Da8 sich Salzwirkung mit Siurewirkung tatsichlich sum- 
mieren, lift sich in zwei Versuchsreihen zeigen: 

Setzt man zu je 1ccm des rein wiBrigen Lipoiddispersoids 
einerseits, des Lipoiddispersoids in 3 °/, waBriger Kochsalzlésung 
anderseits, Salzsiiure in steigender Konzentration zu, so beginnt 
die Flockung der Extraktteilchen bei letzterem schon bei 
einer bedeutend geringeren Siurekonzentration, als bei ersteren. 
Obige Tabelle zeigt dieses Verhalten. 


Die physikalischen Vorgange beim Zustandekommen der Pri- 
cipitationsreaktion nach Meinicke. 


Aus allem ergibt sich, da das Lipoiddispersoid nach 
Meinicke in wiBriger Kochsalzlésung fiir den Versuch, vor- 
schriftsmafig bereitet, einen SuBerst labilen, kolloiden Gleich- 
gewichtszustand aufweist, einen Zustand, den wir als Zustand 
»erhohter Flockungsbereitschaft“ bezeichnen méchten. Und 
gerade dieser physikalische Zustand der Extraktdispersoide ist 
es, welcher sie fiir die Vornahme der Meinickeschen Priici- 
pitationsreaktion in so ausgezeichneter Weise brauchbar ge- 
staltet. Die fiir das Zustandekommen der Pricipitationsreaktion 
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nach Meinicke in Betracht kommenden Vorgiinge spielen sich 
nach unserer Auffassung, abgesehen von der nicht zu vernach- 
lissigenden Wirkung der Oberflichenspannung der dispersen 
Substanz und des Dispersionsmittels, von dem molekularen 
Druck der im Dispersionsmittel gelésten Kochsalzmolekiile, der 
Viscositiit des Dispersoids u. a. folgendermaBen ab: 

Das urspriinglich in Alkohol molekular oder annahernd 
molekular disperse Lipoid geht durch den ersten Wasserzusatz 
in eine kolloide Zustandsform mit stark negativer Ladung des 
Lipoids iiber. Anderseits gelangt durch diesen Wasserzusatz 
die im alkoholischen Extrakt undissoziierte dialysable Saure 
des Extrakts zur Dissoziation und bewirkt durch freiwerdende 
H-lonen Ladungsverminderung der negatiy geladenen Lipoid- 
teilchen, als deren Folge eine Massenzunahme dieser Teilchen 
in Erscheinung tritt, welche sich in Triibung und Triibungs- 
mnahme des wiBrigen Dispersoids bei 1 stiindigem Stehen 
iufert. Erfolgt nunmehr Zusatz einer 3°/, igen Kochsalzlésung, 
so kommt es unter der Wirkung der positiv geladenen Natrium- 
ionen zu weiterer Ladungsverminderung und im Zusammen- 
hange damit zu einer zunehmenden Vergréberung des dispersen 
Zustands des Lipoiddispersoids. Kommt nun noch eine ge- 


ringe Verminderung der Potentialdifferenz hinzu, wie sie durch 
Zusatz von Luesseren erfolgt, so fiihrt sie zum Ladungs- 
ausgleich und damit zur sichtbaren Ausflockung des Li- 
Der Zusatz von Seren Nichtluetischer halt die 


drohende Spontanausflockung des stark getriibten Extrakt- 
3% 


poids, 


— 
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dispersoids nicht nur durch schutzkolloide Wirkung dieser Seren 
hintan, sondern wirkt geradezu entgegengesetzt, die Trij- 
bung des Extraktlipoiddispersoids in 3°/,iger Kochsaly. 
lésung aufhellend, ihren Dispersitiitsgrad somit aktiv er. 
héhend. Das Phiinomen der sichtbaren Ausflockung kann auc}; 
durch kiinstliche Zugabe einer geringen Spur Siiure experi. 
mentell hervorgerufen werden (vgl. Tab. VI}, wihrend Laugen. 
zusatz eine Aufhellung des Dispersoids und Verhinderung de; 
Spontanausflockung bewirkt. 

Ks muB jedoch betont werden, da8 wir weit davon ent. 
fernt sind, damit behaupten zu wollen, daB als Ursache der 
eben geschilderten Erscheinungen etwa eine Vermehrung des 
Saiuregrads im Luesserum, beziehungsweise Vermehrung der 
Alkalinitit im Normalserum in Betracht zu ziehen sei. Der 
ganze Komplex von Fragen, welche sich auf die physi- 
kalischen und chemischen Eigenschaften der Seren 
Luetischer und Nichtluetischer Bezug haben, bildet 
vielmehr den Gegenstand weiterer Untersuchungen. 


Chemische Priifung der Pferdeherzextrakte auf ihre Giite. 


Die Tatsache, daB Zusatz von Luesseren zu Lipoiddisper- 
soiden in wiBriger Kochsalzlésung, die von dialysabler Siiure 
befreit sind, in 80°/, der untersuchten Fille (200 Falle) geniigt. 
die Flockung herbeizufiihren, zeigt, daB die entladende Wirkung 
der Natriumionen plus der entladenden Wirkung der Luesseren 
hinreicht, das kolloide Gleichgewicht auch dieser Lipoiddisper- 
soide aufzuheben, woraus hervorgeht, daB auch das Dispersoid, 
dessen Lipoide von dialysabler Saiure befreit ist, in wiibriger 
Kochsalzlésung einen Zustand besonderer Flockungsbereitschait 
aufweist. Wenn wir uns die additive Wirkung der dialysablen 
Kigensiiure des Extrakts vergegenwirtigen und andererseits in 
Betracht ziehen, daf der Siiuregehalt des Meinickeextrakts ein 
ziemlich konstanter ist und fiir 100 ccm Extrakt berechnet 
mit Phenolphthalein als Indicator durch 17—21 ccm n/10-Lauge 
neutralisierbar ist, so li®t sich ganz gut vorstellen, daf ein 
Organauszug, der ausnahmsweise einmal weniger Siure enthiilt, 
bei der Auswertung nach Meinicke eine schwiichere Triibung 
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sibt, also Mangel an Lipoid vortaéuschen kénnte. Es ist daher 
mu fordern, daB stets vor Auswertung eines Extrakts eine Siure- 
titration angestellt wird, die solche Tauschungen vermeiden 
ligt. Andererseits ist anzunehmen, da ein entsprechender 
Siiurezusatz (in alkoholischer Lésung) einen infolge Saure- 
mangels schwiicher wirksamen Extrakt verstirken kénnte. 

Wir sind damit zu einer Frage gekommen, welche seiner- 
zeit bereits auch Lieb angeschnitten hatte, indem er der Ver- 
mutung Ausdruck gab, ,,daB der Versuch die Frage der Brauch- 
barkeit eines Organextrakts durch chemische Untersuchung zu 
lisen doch nicht ganz aussichtslos erscheine“ und damit einen 
srofen Fortschritt der Serologie voraussagt, ,da die Erfolge 
aller serologischen Syphilisreaktion wesentlich von der Be- 
schaffenheit der Organextrakte abhingen“. 

In dieser Hinsicht gibt uns der konstante Phosphor- 
wert der Lipoidextrakte einen wichtigen Anhaltspunkt, weil er 
ein objektives Maf fiir den Phosphatidgehalt des Extrakts dar- 
stellt, wihrend der so variable Wert fiir Gesamtstickstoff keinerlei 
Bedeutung haben kann, da wir wissen, daf die iiberwiegende 
Stickstoffmenge auf dialysablen Stickstoff zu beziehen ist, 
welchen wir als Bestandteil einer fiir den Ablauf belanglosen 
Beimengung kennen gelernt haben. Das folgende Beispiel er- 
liutere diese Behauptungen. 

Ein Extrakt Nr. 101, der durch eine 5 Tage wihrende 
Extraktion von Pferdeherzpulver mit 95°/, Alkohol hergestellt 
worden war, wies eine stark dunkelgelbe Firbung auf, machte 
also den Kindruck eines sehr konzentrierten Extrakts. Die 
Auswertung nach der eingangs erwiihnten Methode ergab aber, 
da8 dieser Extrakt keinerlei alkoholische Verdiinnung vertrug, 
sondern gerade nur als Original-,,Rohextrakt“ die fiir die Re- 
aktion nétige Beschaffenheit aufwies. Die Siuretitration ergab 
den Siiurewert von 18 ccm n/10-Laugeniiquivalent pro 100 ccm, 
entsprach also dem von uns gefundenen Normalwerte. Die 
Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl ergab pro 100 ccm den 
Wert von 95 mg gegen 75 mg des Extrakts Nr. 100. Die 
Phosphorbestimmung ergab hingegen den Wert von 26 mg, ein 
Wert, der dem konstanten Phosphorwert der von uns als ge- 
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brauchsfahig bezeichneten Extrakte genau entsprach. Daray, 
ergibt sich, daB die Ermittlung des Phosphorwerts 4), 
Index fiir den Lipoidgehalt des Extrakts zusammey 
mit der Sduretitration die empirische Auswertung 
eines Extrakts nach Meinicke ersetzen kann, wiihren] 
die Bestimmung des Gesamtstickstoffs, welche dey 
Stickstoff, den fir die Reaktion belanglosen dialy. 
sablen Stickstoff mit einbezieht, fiir den Zweck de; 
Begutachtung der Giite eines Meinickeextrakts gegep. 
standslos ist. Wir wiirden also vorschlagen, die Meinicke. 
extrakte in Hinkunft auf ihre Verwendbarkeit fiir die 
Praxis doppelt zu priifen, 1. chemisch, durch Bestimmung 
des Phosphorwerts und des Siuretiters, 2. empirisch 
nach Meinicke. Wiirde ein Rohextrakt einen héheren Phos. 
phorwert als 0,026 g aufweisen, so wire er rechnerisch ent. 
sprechend mit Alkohol zu verdiinnen, wiirde er einen niedrigeren 
Wert zeigen, so wire er entsprechend im Vakuum einzuengen, 
Beziiglich des Siurewerts fehlt uns eigene Erfahrung, da wir 
bisher nur solche Extrakte untersuchten, deren Siurewert an- 
nihernd 18 ccm n/10-Laugeniquivalenz pro 100 ccm entsprach. 

Wir sind also der Lésung des Problems, welches Lieb 
aufgestellt hat, um ein betriachtliches nihergekommen: durch 
chemische Untersuchung ,,dasjenige Verhiltnis zwischen Kolilen- 
stoff-Wasserstoff-“, insbesondere aber ,,Stickstoff- und Phosphor- 
und damit das richtige Lipoidmischungsverhiltnis herauszufinden, 
bei welchem die besten Bedingungen fir die Flockung gegebeu 
sind.“ SchlieBlich méchten wir noch der Vermutung Ausdruck 
verleihen, dai die Konstanz der Zusammensetzung der Meinicke- 
extrakte, wie sie sich in den gefundenen Zahlenwerten aus- 
spricht, eine Grundbedingung fiir die konstanten Resultate der 
Meinickereaktion bilden. Entgegengesetzte Resultate bei 
Wiederholungsuntersuchungen innerhalb kurzer Zeit, wie sie 
bei der Wassermannreaktion immer wieder vereinzelt vor- 
kommen, konnten wir bei der D.M. niemals erheben. 

Die Herstellung des Meinickeextraktes aus Organtrocken- 
pulvern gewihrleistet zunichst eine Konstanz der Alkohol- 
konzentration, die bei der Extraktion frischer Organe nicht 
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moglich ist. Die langsame Trocknung des Herzmuskelbreies 
bei 50° geht sicher nicht ohne autolytische Verinderung vor 
sich, die vermutlich zur leichteren Extrahierbarkeit der Lipoide 
aber auch zur Sdurebildung fiibren diirfte. Die vorherige 
Atherextraktion reinigt das Herzpulver von Neutralfett und 
Cholesterin, so daB fiir die Extraktion im Alkohl aus der 
Gruppe der Fette und Lipoide nur mehr Phosphatide zur Ver- 
figung stehen. Die Kapazitét des 95°/, Alkohol fiir Lipoid 
scheint fiir bestimmte T’emperaturen durchwegs konstant zu 
sein. Es gelingt wohl durch Extraktion bei héherer Tem- 
peratur mehr Lipoid in den Extrakt zu bringen, bei'l’emperatur- 
erniedrigung jedoch fallt dieser Uberschu8 sofort wieder aus, 
und zwar in einem Mage, daB Extrakte, die bei Zimmer- 
temperatur volikommen klar sind, sich bei stirkerer Abkithlung 
im Winter momentan triiben. Diese 'Triibung verschwindet 
wieder bei leichter Erwirmung. Verwendet man daher bei 
Extraktion des Herzpulvers mit 95°/, Alkohol stets die gleiche 
Temperatur, so erhilt man aus verschiedenen Herzpulvern fast 
cleichwertige Extrakte. 

Extrahiert man frische Organe wie das fiir die Wasser- 
mann-Reaktion und fiir die Sachs-Georgi-Reaktion iblich 
ist, so beeinflussen vielerlei Umstinde die chemische und 
physikalisch -chemische Beschaffenheit des Extraktes. Der 
wechselnde Wassergehalt der Organe setzt die Konzentration 
des verwendeten Alkohols stets mehr oder weniger aber wie 
wir uns iiberzeugt haben, immer betrichtlich bis zu einer 
Alkoholkonzentration von 85°/, herab. Damit kénnen aber viele 
Substanzen, so insbesondere héhere EiweiBabbauprodukte in 
den Extrakt gelangen, die trotz der die Liésung vermittelnden 
Wirkung der Phosphatide in 95°/, Alkohol unléslich sind. 

Das alkoholische Pferdeherzitherrestextrakt nach 
Meinicke, bei welchem alle sekundiren, den Reaktionsablauf 
irgendwie stérenden Beimengungen wegfallen, ist infolge der 
einfachen und konstanten Zusammensetzung seiner 
wirksamen Bestandteile viel stabiler und auch nach monate- 
langer Konservierung gleichmiBig gebrauchsfihig. 





Der Abbau des Arginins in der Leber. 
Von 
K. Felix und M. Tomita. 


Mit 2 Figuren im Text. 





(Aus dem Institut fir EiweiBforschung, Stiftung Fritz Behringer, Universitat Heidelberg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 26. Februar 1923.) 


Das Arginin ist wohl fiir den Aufbau des EiweiBes eine 
der wichtigsten Aminosiiuren. Denn es ist bis jetzt noch kein 
KiweiBkérper gefunden worden, bei dem einwandfrei bewiesen 
wire, dab ihm das Arginin fehlt. Es mu8 ein notwendiger 
Bestandteil des Eiweifes sein. Ohne Arginin kann dann auch 
der Organismus das EKiweiB seiner Organe nicht aufbauen. 
Neben dem Histidin scheint es auch die Muttersubstanz der 
Purinkérper zu sein, soweit eine Synthese derselben stattfindet. 
Ks ist deshalb von groBem Interesse, zu erfahren, was mit dem 
Arginin geschieht, wenn es aus dem NahrungseiweiB durch die 
Tatigkeit der Verdauungsfermente befreit wird und in den 
Korper hineinkommt. 

Ks stehen ihm im intermediiren Stoffwechsel verschiedene 
Wege offen. Einmal vermuten wir, daB es die Muttersubstanz 
des Kreatins ist. Ferner kann es durch die Arginase in Harn- 
stoff und Ornithin zerlegt werden; es braucht nicht besonders 
hervorgehoben zu werden, daB das Arginin, welches der Ar- 
ginasewirkung anheimfallt, fiir die Kreatinbildung nicht mehr 
in Betracht kommt. Drittens kénnte es, wie Hopkins!) an- 
genommen hat, unter Verlust von Ammoniak in Histidin ver- 
wandelt werden. Fiir diese Méglichkeit spricht, daB die beiden 





1) Ackroyd u. Hopkins, Biochem. Jl. Bd. 10, S. 551 (1916). 
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Hexonbasen sich bei der Synthese der Purinkérper vertreten 
konnen. 

Die erste Frage, welche zu entscheiden ist, ist die: was 
geschieht mit dem Arginin, das als solches nach der Resorption 
in dem Blut der Pfortader zur Leber kommt; verfillt es voll- 
kommen der Arginase oder bleibt ein Teil vor ihr bewahrt, 
um andere Umwandlungen eingehen zu kiénnen? Inouye’) 
kommt auf Grund von Durchleitungsversuchen an der iiber- 
lebenden Leber zu der Ansicht, daB aus dem zugesetzten 
Arginin teilweise auch Kreatin entsteht. Bei seiner Versuchs- 
anordnung ist aber die Méglichkeit nicht ausgeschlossen, daf 
das Kreatin, welches er gefunden hat, nicht aus dem zugesetzten 
Arginin stammt, sondern aus der Leber selbst. Er hat seine 
Durchleitungsversuche nur mit Ringerlésung ausgefiihrt und 
zu lange ausgedehnt, so dab bereits autolytische Vorgiinge 
eingetreten sein kénnen und das Kreatin aus dem zerstérten 
OrganeiweiB der Leber frei geworden ist. 

Die Arginase wurde bekanntlich von Kossel und Dakin?) 
entdeckt. Ausgedehnte systematische Untersuchungen von 
Edlbacher?’) haben ergeben, daB dieses Ferment nur in der 
Leber vorkommt; es ist nie gelungen, sein Vorkommen in 
andern Organen einwandfrei zu beweisen. Es findet sich aber 
nicht in der Leber aller Tierarten, es fehlt im besondern in 
der Leber der Végel und der Reptilien. 

Wir haben die Frage in der Weise angegriffen, daB wir 
ebenfalls die herausgenommene Leber durchbluteten. Vier Ver- 
suche wurden an Katzenlebern ausgefiihrt und einer an einer 
Ginseleber. Die Durchleitungsfliissigkeit bestand aus defibri- 
niertem Rinderblut, welches mit dem halben Volum physio- 
logischer Kochsalzlésung verdiinnt war. Das Arginin wurde 
ihr als Carbonat zugesetzt. Die Durchleitung dauerte 40 
bis 60 Minuten. Es ist nicht zweckmiBig, sie linger aus- 
zudehnen. Mafgebend sind die ersten 20—30 Minuten. Wih- 
rend dieser Zeit finden die hauptsiichlichsten Umsetzungen 


1) Diese Zs. Bd. 81, 8S. 71 (1912). 
7) Diese Zs. Bd. 41, S. 321 (1904). 
8) Diese Zs. Bd. 100, 8S. 111 (1917). 
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statt. Die Anordnung der Durchblutung ist im experimentelley 
Teil beschrieben. Wir bemithten uns, so quantitativ wie mig. 
lich zu arbeiten. Denn in dieser Frage kénnen nur quanti. 
tativ durchgefihrte Versuche etwas beweisen. Ganz liefey 
sich natiirlich die Verluste bei der Wiedergewinnung der Durch. 
blutungsfliissigkeit nicht vermeiden. Zuerst wurde das Arginin 
zuriickgewonnen, welches der Zersetzung eventuell entgangen 
war. Der Harnstoff wurde mit der Ureasemethode bestimmt. 
Mit der quantitativen Bestimmung des Ornithins hatten wir 
anfangs Schwierigkeiten, wovon niher im experimentellen 1'c}] 
die Rede ist. Es wurde jeweils als Ornithursiiure identifiziert, 

Die nachfolgende Tabelle enthalt die Ergebnisse unserer 
Versuche. 















































Das Arginin, welches wieder. zuriickgewonnen worden ist, 
wurde von dem zugesetzten abgezogen und alle Berechnungen 
dann auf das tatsichlich umgesetzte Arginin bezogen. Es wurde 
berechnet, wieviel Harnstoff sich gebildeeé haben muB und auch 
wieviel Ornithin. 

Bei den Katzenlebern ist der Harnstoff so gut wie 
quantitativ erschienen. Auch beim Ornithin ist, wie der 
letzte Versuch zeigt, nach dem die Methoden ausgebildet waren, 
der erwartete Stickstoff in dem Phosphorwolframsiurenieder- 
schlag erhalten worden. Der Ornithinwert aber, der sich aus 
der Menge Ornithursiure ergibt, bleibt trotzdem noch weit 
hinter dem berechneten zuriick, Das kann zum Teil daran 
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liegen, daB die Benzoylierung nicht quantitativ verliuft. Es 
muB aber noch einen anderen Grund haben. Denn in dem 
letzten Versuch haben wir die Durchblutungsfliissigkeit in zwei 
Hilften geteilt und in beiden die Bestimmung getrennt aus- 
gefiihrt, und fanden jedesmal die gleiche Menge Ornithursiure. 
Da andererseits in dem Phosphorwolframsiiureniederschlag der 
Stickstoff vollstindig vorhanden ist, so ist zu vermuten, daB 
an einer der beiden Aminogruppen des Ornithins eine Ver- 
‘inderung vor sich gegangen ist, z. B. vielleicht eine Methy- 
lierung. Kreatin haben wir nur einmal nachweisen kinnen; 
in dem vierten Versuch waren in dem Filtrat des Ornithins 
nach Kochen mit Schwefelsiure die Reaktionen auf Kreatinin 
mit Nitroprussidnatrium und Pikrinsiure positiv. Es waren 
aber nur Spuren von Kreatinin entstanden, sie kénnen mit dem 
zugesetzten Arginin nichts zu tun haben. 

Bei der Durchblutung der Ginseleber war kein Harn- 
stoff gebildet worden und auch kein Ornithin. Dieses Ergebnis 
stimmt mit den Befunden von Edlbacher, der in der Vogel- 
leber keine Arginase gefunden hat, gut iiberein. Der gréBte 
Teil des Arginins war unverindert wieder gefunden worden. 
Es wurde nicht vollstindig zuriickgewonnen, weil in diesem 
Versuch wegen nicht ganz dichter Unterbindungen die Verluste 
etwas gréBer waren. 

Aus unsern Versuchen schlieBen wir, daB bei den Siuge- 
tieren Arginin, welches als freie Base in dem Pfortaderblut 
aur Leber gefiihrt wird, unter normalen Verhiltnissen dort 
vollkommen von der Arginase in Harnstoff und Ornithin zer- 
lect wird. Nun ist bei den meisten unserer Versuche ein Teil 
der Zersetzung entgangen, nur im ersten Versuch war sie voll- 
stindig. Das liegt wohl daran, dab die angebotenen Mengen 
verhiltnismaBig sehr gro8 waren. Bei normaler Verdauung 
und Resorption aber, die sich ja auf mehrere Stunden aus- 
dehnen, wird in der Zeiteinheit nur auBerordentlich wenig vom 
Darmkanal zur Leber gelangen und von der Arginase voll- 
stindig bewiltigt werden kénnen. Es hat also den Anschein, 
als ob die Leber tiberhaupt kein Arginin von der Pfortader 
durchlieBe. Dasselbe zeigen auch die bekannten Versuche von 
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W.H. Thompson!) mit Verfiitterung von Arginin. Jedesma] 
wurde die ganze Menge des Stickstofis wieder ausgeschieden, 
ein Teil sofort — das ist der Teil, der dem gebildeten Harp. 
stoff entspricht — und der andere, dem Ornithin entsprechende 
Teil, erst im Verlauf von einigen Stunden. 

Kine Bildung von Histidin aus Arginin haben wir nicht 
feststellen kénnen. Niemals war nach der Entfernung des 
KiweiBes in der Durchleitungsfliissigkeit die Diazoreaktion 
positiv. 

Ks ist zurzeit vollkommen ritselhaft, wie der Kérper 
schlieBlich zu seinem Arginin kommt, das er doch offenbar 
braucht. Vielleicht besitzen andere Organe die Fiahigkeit, es 
wieder aufzubauen oder es wird zum Teil in irgendeiner Weise 
bereits im Darmkanal oder bei der Resorption gegen die Wir- 
kung der Arginase geschiitzt. 

Andererseits ist auch erstaunlich, daB gerade der Vogel- 
organismus keine Arginase hat, also nicht die Méglichkeit 
besitzt, das Ornithia, das er zur Entgiftung benutzt, sich auf 
die bequemste Weise darstellen zu kénnen. 


Experimenteller Teil. 


Wie bereits erwihnt, nahmen wir zu unsern Durchblutungs- 
versuchen in der Hauptsache die Lebern von Katzen, nur 
einmal benutzten wir eine Gianseleber, um auch einen Ver- 
treter einer Tierklasse zu haben, der die Arginase fehlt. Die 
Leber wurde in der iblichen Weise unter sorgfiltiger Unter- 
bindung der Gefibe mitsamt dem Zwerchfell herausgenommen. 
Wihrend des Versuchs lag sie, mit einem durch physiologische 
Kochsalzlésung befeuchteten Mullappen bedeckt, in einem Glas- 
gefiB, das in ein Wasserbad von 37° gesenkt war. In die 
Pfortader und die Vena cava inf. (oberhalb des EKintritts der 
Lebervene) waren Kaniilen eingebunden, die mit der Pumpe 
durch Schlaiuche in Verbindung standen. Die Konstruktion 
dieser Pumpe stammt von einem japanischen Ingenieur und 





1) J. of Physiol. Bd. 33, S. 106 (1905); Bd. 51, S. 111 (1917). 
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ist yon uns verbessert worden.') Ihre Form ist aus der neben- 
stehenden Figur 1 ersichtlich. 

In den Holzring (//r) ist eine Rinne (2) eingeschnitten, 
in welcher ein weicher Druckschlauch mit etwa 3 mm lichter 
Weite liegt. An den Stellen, wo er aus den seitlichen Zu- 
fihrungsbohrungen (4, B) in die Rinne eintritt, ist er mit Leim 
befestigt. Uber den Schlauch laufen zwei kleine, einander 
diametral gegeniiberstehende Ridchen (Q). Ihr Achsenlager (Z) 
ist an einer kurzen Eisenstange (St) befestigt, die ihrerseits 
wieder auf einer Achse (4A) sitzt. Die Achse tragt an einem 
Ende eine Riemenscheibe (Sch). Die Ridchen werden mit 
Hilfe von kleinen Schrauben (V) so weit vorn an ihrem Triger 
festgestellt, daf sie den Schlauch ganz zusammendriicken. 
Wenn nun die Achse gedreht wird, so wird vor der Quetschung 
die Fliissigkeit im Schlauch hergeschoben und hinter ihr an- 
cesaugt. Die Riemenscheibe wird mit einem Motor verbunden, 
dessen Geschwindigkeit durch einen Widerstand reguliert werden 
kann. Der Vorrat der Durchblutungsfliissigkeit befindet sich 
in einer dreifach tubulierten Woulffschen Flasche. In den 
Tubus, der der Pumpe am niichsten steht, ist mittels eines 
durchbohrten Korkes ein Rohr eingefiihrt, das bis zum Boden 
der Flasche reicht. Am unteren Ende ist es mit. Mull iiber- 
zogen, um Gerinnsel fernzuhalten. Das obere Ende des Rohrs 
ist rechtwinklig umgebogen und mit dem saugenden Ende des 
Pumpenschlauchs verbunden. Bei der Tatigkeit der Pumpe 
wird die Durchblutungsfliissigkeit aus der Vorratsflasche an- 
gesaugt und nach dem andern Ende des Pumpenschlauchs 
vedriickt. Dasselbe wird mit der Pfortader verbunden. In 
diese Leitung ist noch ein kleines Quecksilbermanometer ein- 
geschaltet, welches den Druck anzeigt, unter dem das Blut 
in die Leber getrieben wird. AuBerdem fihrt von dem 
Manometer eine direkte Schlauchverbindung, unter Umgehung 
der Leber, durch den mittleren Tubus zu der Vorratsflasche 
zuriick. Durch eine Schraubenklemme kann die Fliissigkeits- 
menge, die durch diesen Nebenkreis flie8t, verindert werden 





') Der Apparat wurde vom Mechaniker des Physiologischen Instituts, 
Herrn Stoll, hergestellt und kann auch von ihm bezogen werden. 
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Fig. 1. 
Erklarung: Hr Holzring, Sch Riemenscheibe, B Bohrung, durch die der Druckschlauch zu- bezw. 
wird, 7 Achsenlager, A Achse, Q@ Quetschradchen, L Lager derselben, St Traiger dieser Lager, V Schrauben zum Einstellen der Riidchen, @ Scharnier zum 
Aufklappen eines Teils (Hra) des Holzrings, K Haken zum Festhalten dieses Teils 


abgefiihrt wird, R Rinne, in die der Schlauch gelegt 
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| und mittelbar werden dadurch auch Druck und Menge der 
- durch die Leber flieSenden Flissigkeit reguliert. Damit laBt 
sich die Verteilung des Blutstroms sehr fein abstimmen. Das 
Blut, welches von der Leber zuriickkommt, wird durch den 
dritten Tubus der Woulffschen Flasche gefiihrt. In den mitt- 
leren Tubus miindet neben dem Nebenkreis noch eine Schlauch- 
yerbindung von einem Gasometer her, durch den das Blut 
immer mit Sauerstoff versorgt wird. Die Schaltung der Apparate 
ist auch noch aus dem folgenden Schema ersichtlich. 





1 \\ / 
-— \\ | 
























































Fig. 2. 


Als Durchblutungsfliissigkeit benutzten wir 200 ccm 
detibriniertes und koliertes Rinderblut, das mit 100 ccm physio- 
logischer Kochsalzlésung verdiinnt wurde. Ihr wurde das 
Arginin!) als Carbonat in konzentrierter wifriger Lésung zu- 
vesetzt, deren Gehalt durch eine Stickstoffbestimmung er- 
mittelt war. 

Vor und nach der Durchblutung wurde die Leber jeweils 
mit physiologischer Kochsalzlésung ausgespiilt, vorher zur 

‘) Die Argininpriiparate wurden uns von Herrn Prof. Kossel in 
liebenswiirdiger Weise zur Verfiigung gestellt. Wir méchten ihm auch 
in dieser Stelle unsern Dank aussprechen. 
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Fig. 1. 
Erklarung: Hr Holzring, Sch Riemenscheibe, B Bohrung, durch die der Druckschlauch zu- bezw. abgefiihrt wird, R Rinne, in die der Schlauch gelegt 
wird, 7 Achsenlager, A Achse, @ Quetschradchen, L Lager derselben, St Traiger dieser Lager, V Schrauben zum Einstellen der Ridchen, @ Scharnier zum 
Aufklappen eines Teils (Hra) des Holzrings, K Haken zum Festhalten dieses Teils. 
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und mittelbar werden dadurch auch Druck und Menge der 
durch die Leber flieBenden Fliissigkeit reguliert. Damit 1aBt 


sich die Verteilung des Blutstroms sehr fein abstimmen. Das 
Blut, welches von der Leber zuriickkommt, wird durch den 
dritten Tubus der Woulffschen Flasche gefiihrt. In den mitt- 
leren Tubus miindet neben dem Nebenkreis noch eine Schlauch- 
yerbindung von einem Gasometer her, durch den das Blut 
immer mit Sauerstoff versorgt wird. Die Schaltung der Apparate 
ist auch noch aus dem folgenden Schema ersichtlich. 
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Als Durchblutungsflissigkeit benutzten wir 200 ccm 
defibriniertes und koliertes Rinderblut, das mit 100 ccm physio- 
logischer Kochsalzlésung verdiinnt wurde. Ihr wurde das 
Arginin?) als Carbonat in konzentrierter wiBriger Lésung zu- 
gesetzt, deren Gehalt durch eine Stickstoffbestimmung er- 
mittelt war. 

Vor und nach der Durchblutung wurde die Leber jeweils 
mit physiologischer Kochsalzlésung ausgespiilt, vorher zur 


') Die Argininpriparate wurden uns von Herrn Prof. Kossel in 
liebenswiirdiger Weise zur Verfiigung gestellt. Wir méchten ihm auch 
an dieser Stelle unsern Dank aussprechen. 
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Entfernung des zuriickgebliebenen Blutes, nachher, um dic 
Durchblutungsfliissigkeit méglichst quantitativ wieder zu ey. 
halten. Kleine Verluste waren natiirlich nicht zu vermeidey, 
Ks wurde meistens 40 Minuten durchblutet, in einem Faille 
eine Stunde. Wird der Versuch linger ausgedehnt, so kénnen 
sich autolytische Prozesse in der Leber bereits abspielen, 
deren Natur und Ausmaf man nicht kennt, und die den Ver- 
such sehr stéren kénnen. Am wichtigsten sind, wie schon jin 
alleemeinen Teil hervorgehoben, die ersten 20—80 Minuten. 
Nach der Beendigung wurde die Durchblutungsfliissigkeit in 
einen Stutzen gegeben und alle Schliuche, Kaniilen wad 
GefiBe usw. sorgfiltig nachgespiilt. 

Die Methodik der Aufarbeitung war zuerst an Blut 
allein ausprobiert worden. Die durchgeleitete Blutmischung 
wird mit destilliiertem Wasser bis zur Hiimolyse versetzt. Von 
den verschiedenen Verfahren, die zur vollkommenen Ent- 
fernung des Kiweif empfohlen werden, erwies sich in unserm 
Fall das mit der Schenckschen Lésung (2,5°/, Sublimat in 

°*/,iger Salzsaéure) als das geeignetste. Der Niederschlag lilt 
sich verhiltnismiBig leicht abfiltrieren. Das Filtrat ist  voll- 
kommen klar, enthilt beim Leerversuch keine Substanzen, 
die mit Silber-Baryt oder Phosphorwolframsiure gefillt werden 
kénnen; die Biuretreaktion ist negativ. Arginin wird durch: 
dieses Reagens nicht gefillt, auch Harnstoff nicht, das Ornithin 
nur aus konzentrierter Lésung. Beim vierten Versuch wurde 
auch einmal Trichloressigsiure angewandt. Sie bietet aber 
keine Vorteile. Gerbsiiure war fiir unsere Zwecke ganz un- 
geeignet. Sie fallt Arginin, Histidin nicht. Sie kann jedoch zur 
Trennung dieser beiden Hexonbasen nicht verwendet werden, 
da in iberschiissiger Gerbsiiure sich das Arginin wieder aui- 
lést. Auf 200 ccm Blut braucht man ungefihr 520 ccm 
Schencksche Lésung. In jedem Fall muf8 man sich aber 
von der Vollstiindigkeit der EnteiweiBung durch eine Probe 
itiberzeugen. Man laBt den Niederschlag absitzen und saugt 
ihn ab. Er muB noch zweimal mit Wasser, dem etwas Reagens 
zugesetzt ist, in einer Reibschale griindlich verrieben und aus- 
gewaschen werden. Das Filtrat wird mit den Waschwisseru 
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yereinigt und aut dem Wasserbad auf etwa 500 ccm eingeengt. 
Hernach wird das Quecksilber durch Einleiten von Schwefel- 
wasserstoff entfernt. Das Filtrat vom Schwefelquecksilber 
wird auf ein bestimmtes Volum gebracht und ein aliquoter 
Teil desselben zur MHarnstoffbestimmung abgetrennt. Der 
srBere Teil dient zur Bestimmung des nicht umgesetzten 
Arginins und des Ornithins. 

Die Lésung wird zur Bestimmung des Arginins erst 
mehrmals zur Trockne eingeengt, um die Salzsiiure miglichst 
zu vertreiben. [ann wird auf die bekannte Weise mit Silber- 
Baryt gefallt, der Niederschlag zerlegt, die Loésung der freien 


Base auf ein bestimmtes Volum gebracht und der Stickstoff 


nach Kjeldahl ermittelt. AuBerdem wurde noch das Pikrolonat 
dargestellt, gewogen und durch den Schmelzpunkt jeweils 
identifiziert. 

Das Filtrat von Arginin wird auf Ornithin verarbeitet. 
Zunichst wird neutralisiert und dann zur Trockne eingedampft, 
und der Riickstand mehrmals mit siedendem Alkohol aus- 
cezogen, um das Ornithin médglichst frei von Salzen zu _be- 
kommen. Der Riickstand des alkoholischen Extrakts wird in 
wenig Wasser aufgelést und mit Phosphorwolframsiiure be- 
handelt. Die quantitative Isolierung des Ornithins ist nicht 
leicht und wir stieBen anfangs auf Schwierigkeiten. Wir 
haben nach dem Vorschlag von A. Kiesel!) das Ornithin aus 
méglichst konzentrierter Lésung bei neutraler Reaktion durch 
einen groBen Uberschu8 von Phosphorwolframsiure  gefillt. 
Es scheidet sich nur langsam aus. Man muB es mindestens 
zwei Tage stehen lassen. Der Phosphorwolframsiéureniederschlag 
wird zerlegt und die Lésung des freien Ornithins auf ein be- 
stimmtes Volum gebracht und der Stickstoff bestimmt (N- Wert 
des Ornithins). Nachher wird es durch Benzoylierung bei 
natronalkalischer Reaktion in die Ornithursiure iibergefiihrt, 
diese gewogen und durch ihren Schmelzpunkt identifiziert 
(Ornithursiiurewert). Auf das sonderbare Mifbverhiltnis zwischen 
dem Ornithin, das aus dem Stickstoff des Phosphorwolframates 


1) Diese Zs. Bd. 118, S. 254 (1922). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXVIII. 4 
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berechnet werden konnte, und der Menge Ornithursiure wurde 
bereits hingewiesen. 

Der Harnstoff wurde mit der bekannten Ureasemethode 
bestimmt. 


1. Versuch (Katzenleber), 


Dauer der Durchblutung . . . 60 Min. 
Arginin zugesetzt . . . . . . 127g 
Arginin wiedergewonnen . . . 0 
Arginin umgesetzt ... . . 1,2 
Harnstoffstickstoff berechnet . . 0,204 
Harnstoffstickstoff gefunden . . 0,189 


Das Ornithin wurde in diesem Versuch nicht bestimm< 


2. Versuch (Katzenleber). 


Dauer der Durchblutung . . . . . . 40 Min. 
Arginin zugesetazt. . ..... . 1,27 g 
Arginin wiedergewonnen . . . . . . 0,191 
Arginin umgesetzt ....... . 1,079 
Harnstickstotf berechnet . . . . . . 0,174 
Harnstoffstickstoff gefunden . . . . . 0,170 
Ornithin berechnet ....... . 9,819 
Ornithin gefunden (N-Wert) . . . . . 6,288 


Ornithin gefunden (Ornithursiure-Wert). 0,046 


3. Versuch (Katzenleber). 


Diese Durchblutung wurde ohne Argininzusatz ausgeliiilirt, 
im iibrigen war die Anordnung die gleiche. Es sollte bestimmt 
werden, ob nicht die Leber an sich schon gréBere Mengen 
Harnstoft an die Durchleitungsfliissigkeit abgibt, wodurch die 
Resultate des Versuchs beeintrichtigt werden kénnten. Die 
vom EiweiB und Quecksilber befreite Fliissigkeit wurde neutra- 
lisiert und zur Trockne eingeengt und der Riickstand mehrmals 
mit Alkohol extrahiert. Der Riickstand des alkoholischen 
Extrakts wurde dann seinerseits in Wasser aufgenommen, und 
zur Harnstoffbestimmung verwendet. Es fand sich kein Harp- 
stoff in ihm. Es scheint, daB von der Leber kein Harnstof! 
an das Blut bei der Durchleitung abgegeben wird, oder jeden- 
falls nur sehr kleine Mengen, so daB die Werte der Arginin- 
versuche nicht beeintrichtigt werden. 
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4, Versuch (Katzenleber). 

Die Anordnung ist dieselbe wie bei den iibrigen. Es 
wurde diesmal mehr Arginin zugesetzt, 3,06 g. Nach Beendigung 
des Versuchs wurde die Fliissigkeit vor der EnteiweiBung auf 
einen Liter aufgefillt, dann in zwei Hilften geteilt und diese 
getrennt verarbeitet. Die erste Hilfte wurde mit 105 ccm 
einer 25°/,igen T'richloressigsiure enteiweibt; die zweite wie 
sonst mit der Schenckschen Lisung. 


1. Hilfte. 
Aron wapewetat 2 kt tw ele 1:SOG 
Arginin wiedergefunden . . . . . . . 0,26 
Arginin umgesetzt. . ...... - 1,27 
Ornithin berechnet . . . ye ee ne 
Ornithin gefunden (N- Wert) ence a we « foe 
Ornithin gefunden (Ornithursiiure-Wert) . 0,19 

2, Halfte. 
Argimin sugesetszt ........ . 1,68¢ 
Arginin wiedergefunden . . . . . . . 0,25 
Arginin umgesetzt.. ...... =. . 1,38 
Harnstoffstickstoff gefunden. . . . . . 0,19 
Harnstoffstickstoff berechnet . . . . . 0,21 
Ornithin gefunden (N-Wert) . . . . 0,78 
Ornithin gefunden (Ornithursiure- Wert) - 0,15 
Ornithin berechnet . . . . 0,97 


Bei der ersten Hilfte war die Fallung des Ornithins 
zunichst nicht vollstindig gelungen. Im Filtrat des Phosphor- 
wolframsiureniederschlags zeigte sich auf weiteren Zusatz des 
Reagens nach lingerem Stehen noch eine Fillung. Der 
N-Wert wurde nur aus dem ersten Niederschlag ermittelt. Im 
zweiten wurde der Stickstoff, um Material zu sparen, nicht 
bestimmt. Zur Benzoylierung wurden dann beide Fraktionen 
vereinigt. Das zeigt sich auch aus der guten Ubereinstimmung 
der beiden Ornithursiurewerte der ersten und zweiten Hilfte. 


5. Versuch (Ginseleber). 


Dauer der Durchblutung . . . . . 40 Min. 
Arginin zugesetzt. . .... . . 3,32¢ 
Arginin wiedergefunden . . . . . 2,55 
Differenz . . . ee a 
Harnstoffstickstoff aliaitiis Gees 
Harnstoffstickstoff berechnet . . . . 0,12 


4* 
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Bei diesem Versuch war die Durchblutung  technisch 
beziiglich der Unterbindungen nicht so gut gelungen. Die 
Verluste waren gréBer. Darauf fiihren wir es zuriick, daf 
wir nicht die ganze Menge des zugesetzten Arginins wieder- 
gefunden haben. Der Harnstoff, der in der Durchblutungs. 
fliissigkeit vorhanden war, kann nicht aus dem fehlenden 
Arginin stammen. Denn es wiirde dann die Hilfte fehlen, 
und Fehler von 50°/, kommen bei dieser Methode nicht vor, 
Das ergibt sich auch noch aus folgendem. Entsteht Harnstoff 
aus Arginin, so muB gleichzeitig auch Ornithin gebildet werden, 
Hier fand sich aber in der vom Arginin befreiten Lisung 
iiberhaupt kein mit Phosphorwolframsiiure fillbarer Stickstofi 
mehr, also auch kein Ornithin. 


Zusammenfassung. 

Bei den Siugetieren wird das Arginin, welches in freiem 
Zustand durch die Pfortader zur Leber gelangt, dort vollstiindig 
in Harnstoff und Ornithin zerlegt; das Ornithin wird teilweise 
weiter umgewandelt. In der Leber der Végel wird das Arginin 
nicht verandert. 
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Zur Kenntnis der Gallensiuren. 
IX. Mitteilung. 
Von 


Martin Schenek. 


‘Aus der Chemischen Abieilung des Physiologischen Instituts der Tierirztlichen Ho 
schule zu Dresden.) 


(Der Redaktion zugegangen am 7. Marz 1923.) 


Dioxim der «@-Diketocholansaure und seine Umlagerung. 


Nachdem Windaus!}) gezeigt hatte, da& Cholesterin und 
Cholsiure dasselbe Kohlenstoffskelett besitzen — abgesehen 
von einer nur dem Cholesterin zukommenden [sopropylgruppe —. 
lieben sich die Resultate der Cholesterinchemie auf die Er- 
forschung des Gallensiiuremolekiils iibertragen. Demgemab 
hat Borsche?) angenommen, daB von den drei Hydroxyl- 
sruppen der Cholsiure (Trioxysiiure) je eine in Ring I und II 
‘3, die Formeln) sich befindet. Fiir die Desoxycholsiure (Di- 
oxysiiure), die nach Borsche?’) denselben Aufbau wie die Chol- 
siure hat und sich von dieser nur durch den Mangel einer 
Hydroxylgruppe unterscheidet, haben die Untersuchungen von 
Wieland‘) klargelegt, daB mit gréBter Wahrscheinlichkeit 
ein Hydroxyl in Ring I, das andere in Ring IJ steht. Spiter 
ist dann von Wieland®) und seinen Schiilern ein weiterer 


1) A. Windaus u. K. Neukirchen, Chem. Ber. Bd. 52, S. 1915 
1919). 

*) Chem. Ber. Bd. 52, S. 1353 (1919). 

3) W. Borsche u. Emmy Rosenkrauz, Chem. Ber. Bd. 52, S. 342 
(1919): s. auch Boedecken u. Volk, Chem. Ber. Bd. 55, 8. 2302 (1922). 

‘) Diese Zs. Bd. 108, 8, 306 (1919). 

*) Heinrich Wieland u Wilhelm Schulenburg, Diese Zs. 
Bd. 114, S. 167 (1921); H. Wieland u. Otto Schlichting, Diese Zs. 
Bd. 119, S. 76 (1922); Dieselben, Diese Zs. Bd. 123, S. 213 (1922). 
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Ring (II1) des Gallensiuremolekiils erschlossen und gezeigi 
worden, daB das dritte Hydroxyl der Cholsdure in diesem Ringe 
anzunehmen ist. Fiir die Dehydrocholsaure, das erste Oxy. 
dationsprodukt der Cholsiure, die der Trioxysiure entsprechende 
Triketosiure, kann man nach Wieland die folgende Konstitutioy 
(Formel I) annehmen, wiihrend der Dehydrodesoxycholsiure 
\a@-Diketocholansiure), dem ersten Oxydationsprodukt der Jes. 
oxycholsiure, die Formel I] zukommen wiirde. 


CH, CH, 

CO CH—C,,H,,.CCOH CH, CH—C,,H,,COOH 

| IIT | | III | 

CH CH, CH CH, 
Pails tll ee gl 
CH, C——CH, CH, o—— tn, 
it Fae ee a 
gt _ CO CO CH od 

i ll ee 

NG, CH, CH, CH, 

Dehydrocholsiure (1) Dehydrodesoxycholsiure (IJ) 


Die gestrichelte Linie soll andeuten, da es noch nicht 
ganz sicher entschieden ist, ob Ring II ein Fiinf- oder ein 
Sechsring ist. Die Seitenkette — C,,H,,COOH enthilt ais 
Endglied die Gruppierung — C(CH,)—CH,-CH,-COOH und 
auBerdem den vierten hydrierten Ring des Gallensiuremolekiils, 
der eventuell noch an einer zweiten Stelle des Ringes II] an- 
geheftet ist. (Diese Zs. Bd. 119, S. 95 u. 96; Bd. 123, S. 216.) 

Die weiteren Oxydationsprodukte der Cholsiure bzw. Des- 
oxycholsiure: Biliansiiure bzw. Desoxybiliansiure kommen nach 
Wieland durch die Formeln IL{I und IV zum Ausdruck. (Diese 
Zs. Bd. 123, 8S. 216; Bd. 108, S. 314.) 


CH, CH, 
GO CH—C,,H,,COOH GH, CH—C,,H,,COOH 
| Tir | | III | 
= — = CH, 
HOO” Con, HOO ‘CH, 
II | 
HOOC CH CO HOOC du CO 
laa” ee eg 
CH, CH, CH, CH, 
Biliansaure (III) Desoxybiliansiiure (IV) 


In fritheren sited tant ) habe ich gezeigt, dab das 


) M. “Schenek, Diese Zs. Bd. 89, 8. 360 (1914); Bd. 104, S. 284 (1919). 
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Trioxim der Dehydrocholsdure, das Dioxim der Biliansdure 
und das von mir zuerst dargestellte Oxim der Desoxybilian- 
siure (der alten Cholansiure) sich mit starker Schwefelsiure 
zu isomeren Verbindungen umlagern lassen, die als Lactame 
angesprochen wurden gemé8 dem Verhalten gesittigter zy- 
klischer Ketoxime, die nach Wallach?) unter Ringerweite- 
rung nach dem Beckmannschen Schema in Lactame iiber- 
gehen.°) 

Es wurden auch bereits Versuche angestellt zur Auf- 
spaltung der angenommenen Lactamringe zum Zwecke des 
eventuellen weiteren Abbaues der zu erwartenden Aminosiuren. 
Diese Versuche ergaben, daB® der Lactamring des Desoxybilian- 
siureisoxims sich, wenn auch langsam, zur entsprechenden 
Aminosiure aufspalten laBt, wahrend beim Umlagerungsprodukt 
des Biliansiuredioxims ein Ring verhiltnismaBig leicht gesprengt 
wird, der andere aber widerstandsfahiger ist. Ob es sich bei 
diesem letzteren um Ring JI oder III handelt, steht dahin, ich 
habe die Vermutung ausgesprochen, da der schwer aufspalt- 
bare Ring der der Desoxybiliansiiure und Biliansiure gemein- 
samen CQO-Gruppe entspricht, also — im Sinne der obigen 
Formeln — Ring II ist. Versuche, beim Biliansiureisodioxim 
auch den bestiindigeren Ring zu sprengen, haben bisher nicht 
zu einem einwandfreien krystallisierten Produkt gefiihrt, ebenso- 
wenig war dies der Fall bei der Aufspaltung des aus Dehydro- 
cholsituretrioxim dargestellten isomeren Korpers. Uber diese 
Versuche, die allerdings nur mit kleinen Materialmengen durch- 
vefiihrt wurden und der Wiederholung bediirfen, soll daher 
zunaichst nicht berichtet werden. Im folgenden sei nur die 
Darstellung des meines Wissens bisher noch nicht beschriebenen 
Vioxims der Dehydrodesoxycholsiure (a-Diketocholansiure), 
die ich auch in den Bereich der Untersuchung gezogen habe, 
und seines Umlagerungsproduktes kurz mitgeteilt. 


*) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 312, 8. 71 (1900). 

*) Von Borsche (Nachr. d. Ges. d. Wissenschaften zu Gottingen, 
oath.-phys. KI,, 1920) ist spiter auch die Umlagerung des Oxims der 
mit Desoxybiliansiure isomeren §-Cholanontrisiure sowie des Dioxims 
‘er 6-Cholandionsiiure (6-Diketocholansiure) mitgeteilt worden. 
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Experimentelles. 

Die fiir die Versuche als Ausgangsmaterial benutzte Des. 
oxycholsiure war mir in entgegenkommender Weise von dey 
Chemischen Fabrik C. H. Boehringer Sohn, Nieder-Ingelhein, 
kostenlos zur Verfiigung gestellt worden, wofiir ich der Firm 
auch an dieser Stelle meinen wirmsten Dank aussprechey 
michte. — Die Oxydation der Desoxycholsiure zu «-Diketo- 
cholansiure (Dehydrodesoxycholsiure) geschah in bekannter 
Weise nach dem von Hammarsten fir die Oxydation dey 
Cholsiiure zu Dehydrocholsiure angegebenen Verfahren durcl, 
Chromsiiure.') Die Desoxycholsiure liste sich beim Krwiirmen 
in Kisessig nicht ganz klar auf, ohne Riicksicht auf diese Tri- 
bung zu nehmen, wurde oxydiert. Das rohe Oxydationsproduk: 
wurde in verdiinntem Ammoniak heif gelést, die Lisung war 
nach dem Filtrieren stark getriibt. Die mit Salzsiure aus- 
gefallte Sdure wurde deshalb nochmals in 1°/, iger Natronlauge 
gelést, aber auch diese Lésung war sehr triibe, sie wurde mit 
einer sehr kleinen Menge Chlorbariumlisung versetzt. Von 
der entstandenen Fallung wurde abgesaugt und auf diese Weise 
ein blankes Filtrat erhalten. Die mit Salzsiiure wieder aus- 
gefallte Diketosiiure zeigte nach dem Umkrystallisieren aus 
verdiinntem Aceton den von Wieland und Sorge (a. a. 0. 
angegebenen Schmelzpunkt: 188—189”°. 

Die Oximierung der e-Diketosaure erfolgte nach der auch 
sonst bei den Ketonsiiuren der Cholsiuregruppe iiblichen Me- 
thode durch Zusammenbringen der Ketosiiure mit Hydroxyl- 
aminchlorhydrat in wiBriger Lésung und Natronlauge nur mit 
dem Unterschied, daB wegen der Schwerldslichkeit der «-Di- 
ketocholansiure in wiBriger Natronlauge Alkohol zugesetzt 
wurde. Demgemi8 wurde 1 g reiner «-Diketocholansiure in 
etwa 20 ccm Alkohol (96°/,) gelést, 1,45 g NH,OCI, in 7 ccm 
H,O gelést, und 8,6 ccm 10°/, iger Natronlauge zugegeben und 
noch soviel Alkohol zugesetzt, daB dessen Menge im ganzeu 


') Latschinoff, Chem. Ber. Bd. 18, S. 3045 u. 3046 (1885); Preg!. 
Diese Zs. Bd. 65, S. 159 (1910); Heinrich Wieland u. Hermann 
Sorge, Diese Zs. Bd. 97, S. 18 (1916). 
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36 ccm betrug. Die klare Lésung wurde zwei Stunden lang 
auf dem lebhaft siedenden Wasserbade erhitzt. Es traten all- 
mihlich feine Fliéckchen in der Lisung auf, aber erst gegen 
Ende des Erhitzens (nach etwa 1°/, Stunden) erfolgte eine 
stiirkere krystallinische Ausscheidung. Sie bestand, wie eine 
Betrachtung unter dem Mikroskop lehrte, aus charakteristischen 
Doppelpyramiden mit starker lichtbrechendem Giirtel. Nach 
dem Absaugen, Waschen mit verdiinntem Alkohol und Trocknen 
zeigt das Dioxim, im Schmelzréhrchen erhitzt, bei 169—170° 
Sintern, um bei 184—-187° aufzuschiumen, es bleibt dabei 
zuniichst ziemlich farblos, wird aber nachher gelbbraun bis 
braun. In Alkohol ist es schwer léslich. Zur Analyse wurde 
bei 120° getrocknet. 

0,1457 g Substanz gaben 8,4 cem N bei 18° und 746,1 mm Hg; 

gef. 6,64°/, N. 
Ber. fiir C,,H,,N,O,: 6,71°/, N. 

Ausbeute: etwa 0,8 g. Das Filtrat gibt bei erneutem Er- 
hitzen noch eine weitere Ausscheidung von derselben Krystall- 
form. 

Zur Umlagerung des Dioxims verwendete ich wie triiher’) 
nach Wallach’) starke Schwefelsiure und zwar wurden im 
MeBzyltinder 20 com Wasser unter Abkiihlen und Mischen 
mit konzentrierter Schwefelsiure auf 120 ccm aufgefillt. 0,5 g 
Dioxim wurden in 6 ccin der starken Schwefelsiiure auf dem 
Dampfbad gelést. Da die Liésung sich bald rétlichbraun 
fiirbte, erhitzte ich sie nur ca. 5 Minuten lang, sie wurde dann 
nach dem Abkiihlen auf Eis gegossen und mit eiskaltem Wasser 
verdiinnt. Ks schied sich nichts aus, auf Zusatz von Natron- 
lauge erfolgte eine Fillung, die durch weiteres Zugeben von 
Lauge wieder in Lésung ging. Durch KEssigsiiure wurde sie 
von neuem erzeugt, worauf sie nach einigem Stehen abgesaugt 
und mit Wasser gewaschen wurde. Das Reaktionsprodukt 
wurde dann in Alkohol + Wasser hei® gelést, beim Erkalten 
trat zuniichst milchige Triibung auf, beim Wiedererwiirmen 
aber entstand eine flockig-krystallinische Ausscheidung (unter 





') M. Schenck, Diese Zs. Bd. 89, S. 362 (1914). 
) Liebigs Ann. der Chemie Bd. 312, S. 171 (1900). 
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dem Mikroskop: Biischel von Nadeln). Ausbeute: etwa 0,' g, 
Die Mutterlauge gab beim Stehen im Becherglas eine weitere 
flockige Krystallisation. In Schmelzréhrchen beginnt das Um- 
lagerungsprodukt bei etwa 162° zu sintern, das Sintern wird 
bald stark, bei 185--187° viele feine Gasbliischen, eigentliches 
Aufschiumen unter Braunfairbung aber erst bei etwa 196 bis 
197°. Fiir die N-Bestimmung wurde die Substanz bei 120° 
getrocknet. 

0,1381 g Substanz gaben 8,1 ccm N bei 19° und 748,7 mm Hg: 

gef. 6,75°/, N. 
Ber. fiir C,,H,,N,0O,: 6,71°/, N. 

Charakteristisch ist das unterschiedliche Verhalten des 
Dioxims und seines Umlagerungsprodukts gegen heife Salz- 
siiure, wie es auch bei den friiher von mir untersuchten Oximen 
bzw. Isoximen beobachtet worden war. 0,05 g Dioxim wurden 
in 3ccm 25°/ iger Salzsiure gelést, die Lésung mit 2 ccm 
Wasser verdiinnt und im Reagensglas 5 Minuten im siedenden 
Wasserbade erhitzt. Es trat alsbald eine Ausscheidung ein, 
die nach dem Erkalten abgesaugt und aus verdiinntem Aceton 
umkrystallisiert wurde. Schmelzpunkt 188—189° Es handelte 
sich also um durch Zersetzung des Dioxims zuriickgebildete 
«-Diketocholansiure. Das Umlagerungsprodukt wurde in der 
gleichen Weise behandelt?), die Lésung blieb hier aber beim 
Erwirmen und auch bei und nach dem Erkalten klar: es war 
also bei dem kurzdauernden Erhitzen entweder keine Ver- 
anderung eingetreten oder die Bildung eines salzsiiureléslichen 
Reaktionsproduktes erfolgt. 





') Eine geringfiigige Triibung vor dem Erhitzen wurde durch 
Filtricren beseitigt. 
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Synthetische Versuche iiber die Konstitution des 
Gallenfarbstoffes. I. 


Von 


Hans Fischer und Ernst Loy. 


Aus dem Organ.-chem. Institut der Technischen Hochschule Miinchen. 


Der Redaktion zugegangen am 19, Februar 1923.) 


Von H. Fischer und Rése ist aus Bilirubin-Mesobili- 
~ubinogen!) und von H. Fischer?) aus Mesobilirubin die 
Xanthobilirubinsiure als Spaltprodukt der genannten Farb- 
stoffe erhalten worden. Nach den Untersuchungen der ge- 
nannten Autoren kommt der Xanthobilirubinsiéure folgende 
Konstitution zu: 

CH, 
ek sp C \ -—CH, 
N H NH 

Zwar hatten Fischer und Rése der Xanthobilirubinsiure 
die entsprechende Ketoformel zuerteilt. Nach einer neuen 
Untersuchung von Fischer und Niemann’) jedoch gibt die 
venannte Siiure eine Acetylverbindung und demgemaB kommt 
ihr die obige tautomere Formel zu. 

Fiir die Beurteilung der Konstitution des Gallenfarbstoffes 
bildet sie natiirlich die Grundlage, da sie ja genau die Hilfte 
des Molekiils ausmacht und es ist deshalb von groBer Be- 
deutung synthetische Kérper dieser Art herzustellen. Versuche 
in dieser Richtung wurden vor kurzem von Fischer und Loy‘) 


—CH, Oi,—-——-ol--On—CenT 





1) Chem. Ber. Bd. 46, S. 439 (1913). 
*) Zs. Biol. Bd. 65, S. 173 (1916). 

5) Diese Zs. Bd. im Druck. 

‘) Diese Zs. Bd. 122, S. 11 (1922). 
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in dieser Zeitschrift veréffentlicht und es hat sich dabei heraus. 
gestellt, da aromatische Aldehyde mit dem Benary schey 
Oxypyrrol: 

H,C,00C—-——,—-0H 

CH,—\_J—H 
NH 

reagieren unter Bildung von Phenyl-pyrryl-methenen. Kinige 
solcher Produkte sind gleichzeitig von W. Kiister und 
P. Schlack}) beschrieben worden, die Arbeitsrichtung im Sinne 
dieser Synthesen beruht ausschlieBlich auf den Untersuchungen 
von H. Fischer und seinen Mitarbeitern. 

Als Methoden um zu Kérpern yom Typ der Xantho- 
bilrubinsaéure zu gelangen, kommen in Betracht: 

1. Kondensation von Oxypyrrolen mit Pyrrolaldehydei 
oder von Oxypyrrolaldehyden mit Pyrrolen. 

2. Kondensation mit Ameisensiure, wobei natiirlich, ohne 
Komplikationen zu erwarten, nur gleichartige Pyrrole konden- 
siert werden kénnen. Diese letzte Methode ist in der Indol- 
reihe*) schon oft mit Erfolg angewandt worden und neuerdings 
wieder von H. Fischer und Eismayer?) bei der Kondensation 
des Hamopyrrols und von Fischer und Zerweck‘4) bei der 
Kondensation trisubstituierter Pyrrole. 

3. Als 3. Methode kime in Betracht die Kondensation mit 
Formaldehyd, die allerdings in der Regel zu Dipyrrylmethanen 
fiihrt. 

Wir gingen zuniichst nach der 1. Methode vor und 
synthetisierten den Oxypyrrolaldehyd (I.) nach der Methode von 
Fischer und Zerweck. Dieser Aldehyd wurde charakterisiert 
durch em sehr schén krystallisierendes Semicarbazon und 
Oxim. Vom Oxim wurde versucht zum Nitril zu gelangen, es 
trat jedoch nur Acetylierung ein, wobei es dahingestellt sein 


') Diese Zs. Bd. 121, S. 135 (1922). 

2) W. Kénig, J. pr. [2] Bd. 84, S. 211, 216 (1911); M. Scholz, 
Chem. Ber. Bd. 46, S. 2138, 2539 (1913). 

3) Chem. Ber. Bd. 47, S. 2020 (1914). 

*) Chem. Ber. Bd. 56, S. 526 (1923). 

“) Chem. Ber. Bd. 47, S. 2021 (1914). 
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us- FF mag, ob diese an der Hydroxylgruppe oder an der Oximgruppe 
1e1) F eingetreten ist. 

' H,C,00C_~——__OH 

H0-+ J-o<G - (L.) 

is Der Weg zum Aldehyd war miihsam und verliei in ver- 
‘al schiedenen Punkten abweichend von den bisherigen Erfahrungen. 
= In absolut iitherischer Loésung erhilt man zuerst ein sehr 
ion schén krystallisierendes salzsaures Aldimin, aus dessen wibriger 
Lisung durch Zugabe von Ammoniak leicht das sehr schén 
a krystallisierende freie Aldimin (II.) abgeschieden werden kann. 

| H,C,00C_-——- OH 
len : H,0—\ J-o<d . (I1.) 

NH 

ne 
an Kin solches Aldimin ist in der Benzolreihe beim Pyro- 
ol- — vallolaldehyd?) von Gattermann isoliert worden und Sonn 
1g8 stellte folgendes Ketimin’) im freien Zustande her. 
Ol ; 
ler HO i sar | 
nit a, 1 ai 
n° i 
nd : Dieses ist sehr bestiindig und wird bei langerem Kochen 
on (| mm Wasser nicht verseift. Genau so hier. Wie bei den 
art fF erwabhnten Iminen scheint auch hier die benachbarte OH- 
nd — Gruppe die Bestiindigkeit zu bewirken. Die Verseifung zum 
es | Aldehyd erreicht man durch Kochen mit verdiinnter Natron- 
‘in lauge und beim Ansiuern mit Essigsiure scheidet sich der 

| Aldehyd krystallisiert ab. Beim Kochen mit Salzsiure erhilt 
, man sowohl aus dem Aldehyd als aus dem Aldimin direkt ein 
Z , 


1) Chem. Ber. Bd. 82, S. 282 (1899); vgl. auch Chem. Ber. Bd. 31, 
S. 1769 (1898). 
?) Chem. Ber. Bd. 50, S. 1296 (1917). 
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schén krystallisierendes, gelbes Kondensationsprodukt von fol. 
gender Konstitution: 


H,C,00C_——.—OH HO—-——=—COOC,H, 


aA Js eles (IL. 


Ks ist also hier die Reaktion genau so verlauten wie bej 
den «-Pyrrolaldehyden; unter Abspaltung von Ameisensiiure 
erfolgt die Kondensation zum Methen. Dasselbe Methen kany 
man auch direkt durch Kinwirkung von Blausiure auf das Oxy. 
pyrrol erhalten, wenn man die wiBrige Lisung des salzsaurei 
Aldimins, ohne mit Ammoniak abzustumpfen, lingere Zeit kocht. 

Durch die Ameisensiiuremethode erhilt man gleichfalls 
dieses Methen in recht guter Ausbeute. Als Nebenprodukt 
entsteht dabei vermutlich ein Furanderivat, auf das wir weite: 
unten zuriickkommen. Mit Formaldehyd trat keine Konden- 
sation ein. 

Der Oxypyrrolaldehyd wurde nun mit dem 2,4-Dimethy]- 
3-carbithoxypyrrol kondensiert und hierbei das schén krystalli- 
sierende (8-Oxy-4-carbithoxy-5-methylpyrryl-, 2-4-dimethy]-3- 
carbathoxy-pyrrolidyl)methen erhalten. 

H,C,00C_———OH CH,—~~—C000.H, 


re: Sa TV) 
CH, J——0==\_-(H, (LV, 


NH H N 

Das Methen gibt ein salzsaures Salz wie auch die Xantho- 
bilirubinsiure, ferner gibt es ein schén_ krystallisierendes 
Ammoniumsalz, welches das Ammoniak auBerordentlich leicht 
wieder abgibt, ebenso wie das eben beschriebene Methen (II/, 
aus 2 Oxypyrrolen. Bei letzteren kann man die Ammoniak- 
abspaltung auch mikroskopisch verfolgen, indem das _ rote 
Ammonsalz auf dem Objekttriger sich zusehends in die gelben 
Nadeln des freien Methens zuriickverwandelt. Auch der Aldehyd 
bildet ein Ammoniumsalz. Diese Verbindungen erinnern in 
dieser Beziehung an das Bilirubin, von dem Kiister’) ein seh 
schén krystallisierendes Ammoniumsalz dargestellt hat. 


1) Diese Zs. Bd. 99, S. 88 (1917). 
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Durch Kondensation des 2,4-Dimethyl-3-carbithoxy-5- 


formylpyrrols mit dem Oxypyrrol wurde ein sehr schén krystal- 


lisierendes Methen erhalten, das sich als auBerordentlich Ahn- 
lich, aber nicht identisch mit dem eben beschriebenen Methen 
erwies. Es tritt offenbar die Reaktion in diesem Sinne ein 


H,C,00C—_==—OH CH,—-——-—COOC.H, 
wy \ g 
N H NH 


und erklirt sich so die Isomerie. (Vgl. IV.) 


Die beiden Methene unterscheiden sich also durch die 
Lage der Doppelbildungen, wie aus den Formeln hervorgeht. 
Dieselbe Isomerie ist vielleicht schon von H. Fischer?) bei 
der Xanthobilirubinsiiure beobachtet worden, indem aus der 
Bilirubinséure eine Xanthosiiure vom Schmelzp. 274° und aus 
dem Mesobilirubinogen eine Xanthosiiure vom Schmelzp. 294° 
erhalten wurde. Beide gaben dann bei der Reduktion mit 
Kisessigjodwasserstoff dieselbe Bilirubinsiiure. Da8 auch hier 
eine ‘l'automerie vorliegt, haben wir durch die katalytische 
Reduktion der beiden Methene bewiesen, die ein gemeinsames 
Methan vom gleichen Schmelzpunkt und Mischschmelzpunkt 
gaben von folgender Konstitution: 


H,C,00C-C——C-OH H,C-C——C-COOC,H, 
| 


| | | , 
H,C-C C—CH,—C _ C.CH, (VI.) 


el ee 
NH NH 


Weiterhin wurden die von Fischer und Smeykal?) 
synthetisierten Aldehyde (1-Phenyl-2,5-dimethyl-3-carbithoxy- 
4-formylpyrrol und 1-Tolyl-2,5-dimethyl-3-carbithoxy-4-formyl- 
pyrrol) mit dem Benaryschen Oxypyrrol kondensiert, und 
die folgenden schén krystallisierenden Methene erhalten (VIL) 
und (VIIT). 


1) Zs. Biol. Bd. 65, S. 174 (1914). 
*) Veréffentlichung erfolgt demniichst. 
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COOC,H, CH, 
| | 


H;C,00C— a ee” 
| | | )N—GoHs (VII) 
H,0—\ +——CH— 
N CH, 
H,C,00C CH, 
z= 
8,.0p0C———= On tang: Cr mae 
CH, CH oat 
N CH, 


Bemerkenswerterweise reagiert der 2,5-Dimethyl-3-carb. 
athoxy-4-pyrrolaldehyd, also ein -Aldehyd glatt mit dem 
Benaryschen Oxypyrro!l zu folgendem Methen: 


,? 
H,C,00c—-————oH Hs€,00C- \ 
CHy—-\ castes Sivcnae’S : 

N CH, 


Ks ist das ein Zeichen fiir die hervorragende Konden- 
sationsfahigkeit des genannten Oxypyrroles. H. Fischer und 
Zerweck hatten ja denselben Aldehyd zu kondensieren ver- 
sucht mit 2,4-Dimethyl-3-carbithoxypyrrol, wobei aber lediglich 
das (Bis-2,4-dimethyl-3-carbithoxypyrryl)methen erhalten wurde, 
indem aus dem /-Aldehyd einfach die Aldehydgruppe in Form 
von Ameisensiure abgespalten wurde und diese Ameisensiiure 
gab dann das Briickenkohlenstoffatom fiir das genannte Methen. 
Die umgekehrte Kondensation, nimlich den Oxypyrrolaldehyd 
mit dem 2,5-Dimethyl-3-carbathoxypyrrol zu vereinigen, gelingt 
nicht, es ist also so eine Methode gegeben, zu den sonst nicht 
zuganglichen «—-Methenen zu gelangen. - Anhaltspunkte fiir 
eine Cis-trans-Isomerie, wie sie in Anbetracht der C=C-Bindung 
theoretisch méglich ware, haben wir nicht gewonnen. 

Wir haben eben gesehen, daB zwischen den Methenen 
(1V.) und (V.) und der Xanthobilirubinsiure vollkommene 
Analogie besteht in bezug auf die Beziehungen zwischen 
»Methan“ und ,,Methen“, analog Leukoverbindung und Farbstof, 
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die wir ja auch in der Blutfarbstoffreihe z. B. zwischen Meso- 
porphyrinogen und Mesoporphyrin sehen. 

Das Benary sche Oxypyrrol ist nun bestiindig gegen Kisessig 
jodwasserstoff, wie schon frither festgestellt wurde. Als neu kommt 
hinzu, daB das Reaktionsprodukt in schén krystallisiertem Zu- 
stande isoliert wurde. Mit der gréBten Wahrscheinlichkeit ist 
der Kérper ein Pyrrolither von folgender Konstitution: 


H,C,000——_—_, —- 0, —-CO0C,H, 
CH, -H H\_)—CH, 
N N 
H H 


Er kuppelt glatt mit Diazobenzosulfosiure, bzw. Diazobenzol- 
chlorid zu einem schén krystallisierenden Azofarbstoff. Bei 
der Ehrlichschen Reaktion entsteht Griinfairbung, die ver- 
mutlich dadurch bedingt ist, daB die Aldehydgruppe an den 


; ‘a , 
heiden freien _/YH- Gruppen unter Ringschlu8 zum substi- 


tuierten Pyranring kondensiert. Die griine Farbe erklirt sich 
dann durch Salzbildung am Sauerstoff. 

AuBer der angegebenen Formel kime noch in Betracht 
die von Benary aufgestellte, eines 2,3-Bis-3-oxy-5,5’-methyl- 
pyrrol-4, 4’-carbonsaure-athylesters, wie sie Seite 68 wieder- 
gegeben ist. Unser Kérper ist identisch mit dem von Benary 
auf anderem Wege gewonnenen und die weitere Untersuchung 
mu zeigen, welche Formel die richtige ist. 

Die Bilirubinsiure nun zeichnet sich durch groBe Resistenz 
gegen Kisessigjodwasserstofi aus; denn sie wird ja gerade durch 
dieses Reagens aus dem Gallenfarbstoff gewonnen; es war nun 
von besonderem Interesse, wie sich diese Methene gegen His- 
essigjodwasserstoff verhalten. In beiden Fiillen erwies sich 
eine nahezu vollige Analogie mit der Bilirubinsiure. Die er- 
haltenen Kérper, die der Xanthobilirubinsiure nach der Kon- 
stitution entsprechen, sind restistent gegen einstiindige Kin- 
wirkung von Hisessigjodwasserstoff, sie konnten unverindert 
wieder gewonnen werden. Das letztere Verhalten ist abweichend, 
denn wenn die Analogie eine véllige wiire, hiitte die Reduk- 
tion zum zugehérigen Methan fihren miissen. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fir physiol. Chemie. CXXVIII. A) 


ee 
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Kine héchst interessante Beobachtung wurde beim Kuppeln 


des (3-Oxy-4-carbithoxy-5-methylpyrrolidyl- 1 -p -toluy]-2,5-j. 
methyl-3-carbithoxypyrryl)methen (VIII.) mit Diazobenzolsulfo. 


siure gemacht. Es trat Aufspaltung ein unter Bildung de; 
von H. Fischer und Loy beschriebenen Azofarbstoffes) des 
Oxypyrroles und Freiwerden des Aldehyds. Die Reaktioy 
muS als Hydrolyse aufgefaBt werden, indem hier nun der 
riickwirtige Vorgang wie bei der Synthese eintritt, entsprechend 
folgendem Schema: 





r —=C—OH en <i ee 
H | ae | NH 
Ly ee ye ~ -C oe, a, 
N OH H NH il freies, kuppelndes 
O Pyrrol 
Aldehyd 


Das so regenerierte Oxypyrrol kuppelt sofort mit der 
Diazobenzolsulfosiure. Es ist wahrscheinlich, daB der you 
H. Fischer und Niemann’) beobachtete Spaltungsvorgang bei 
der Xanthobilirubinsiure sich analog abspielt, und diese 
Reaktionen scheinen uns die Méglichkeit einer Erklirung zu 
geben fiir den Ubergang von Blutfarbstoff in Gallenfarbstoff 
Wenn man nach der Formulierung von H. Fischer und 
Rése*) in analoger Weise hydrolytische Spaltung an den 
2 Methingruppen annimmt, so wiirde nach dem obigen Schema 
intermediaér ein komplizierter Dialdehyd auftreten. Zwischen 
den beiden Aldehydgruppen wiirde nun eine Cannizarro sche 
Reaktion eintreten dergestalt, daB die eine Aldehydgruppe zum 
primiren Alkohol wird, die andere zur Carboxylgruppe. Dieser 
Vorgang steht ja nicht ohne Analogie da. Tritt dann die 
Reduktion des primiiren Alkohols zur Methylgruppe ein, so 
bildet der weitere Ubergang zur Bilirubinformel keine Schwieriz- 





*) Wir weisen nochmals darauf hin, da8 bereits von Benary das 
Kuppelungsvermégen seines Oxypyrroles festgestellt worden ist. In das 
Arbeitsgebiet Benarys (vgl. Chem. Ber. Bd. 56, S. 591) einzudringen 
liegt uns vollig fern, Die Fortsetzung der Arbeit soll lediglich mit Riick- 
sicht auf die Konstitutionsfrage des Bilirubins fortgefiihrt werden. 

*) Diese Zs. Bd. im Druck. 

8) Diese Zs. Bd. 89, S. 262 (1914). 
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keiten mehr. Nach Entcarboxylierung haben wir drei freie 


: Methingruppen vor uns und nach erfolgter Oxydation, die ja z. B. 


in der Indolreihe etwas geliufiges ist (Indol, Indoxy] u. a.), ist der 
weitere Ubergang zum Gallenfarbstoff verstiindlich, alles einfache 
Vorgiinge, wie sie sich leicht in der Zelle abspielen kénnen. 

Bemerkenswert ist auch die Tatsache, daB der #-Carb- 
‘ithoxyrest der obigen Methene gegen die Kinwirkung der Jod- 
wasserstoffsiure resistent ist. Wir sehen also, daB die Methen- 
hindung in @-Stellung auch eine Stabilisierung der f-standigen 
Carboxylgruppe hervorruft, ein Verhalten, das in bezug auf 
die Konstitutionsméglichkeiten der carboxylierten Porphyrine 
(Uro- und Koproporphyrin) bemerkenswert erscheint. Alle 
dargestellten Methene geben positive Kisenchlorid(Enoljreaktion 
in Ubereinstimmung mit den aufgestellten Formeln. AuSerdem 
salzsaure Salze, die durch Wasser hydrolysiert werden, ein 
Verhalten, das an das salzsaure Salz des Mesobilirubinesters 
erinnert. 

Durch Zusammenschmelzen von Oxalsiiure und Oxypyrrol 
wurde ein Oxypyrroldiketon von wahrscheinlich folgender Kon- 
stitution erhalten: 


H,C,00OC—_——.—OH HO———COO0C,H, 
a >—o—¢—1_ 8, (X.) 
NH | i NH 
Oo oO 


Leider ist die Ausbeute an diesem Diketon nur gering, 
wir hoffen sie jedoch noch steigern zu kénnen. Das Produkt 
soll als weiteres Ausgangsmaterial dienen fiir Aufbaureaktionen 
mit 8 und 4 Pyrrolkernen, und behalten wir uns die weitere 
Untersuchung ausdriicklich vor. Der Kérper ist schwach gelb 
gefiirbt, er krystallisiert gut. 

Als Hauptprodukt entsteht vielleicht ein Bis(¢-methyl- 


5-carbithoxypyrryljfuran von folgender Konstitution: 


H,0,000——__/",_—,-000m, 
H,C—\ J __)—cn, (XI) 
NH NH 
Dies wiire der erste Kérper dieses Typus, wenigstens stimmen 
die Analysen hierauf, und derselbe Koérper entsteht auch als 
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Nebenprodukt bei der Einwirkung von Ameisensiiure auf das 
Oxypyrrol neben dem Methen (II1.). Beide Produkte geben mi 
Hssigsiiureanhydrid jedoch dieselbe Verbindung vom Zersetzungs. 
punkt 230°. 

Auch Oxalester reagiert bei Gegenwart von Natrium. 
alkoholat und nach der Analyse der schén krystallisierendey 
Substanz scheint es sich um die Glyoxylsiure des Oxypyrvols 
zu handeln. 

Endlich wurde auch Chloracetonitril und Acetonitri! yi 
dem Benaryschen Oxypyrrol umgesetzt. Mit Chloracetonity(} 
erhielten wir das schén krystallisierte Chloracetoketon yon 
folgender Konstitution: 





H,C,00C—;— .—OH 
H,c—\ 3—C—CH,C1 . (XI. 
NH i 


Das Chloratom ist reaktionsfahig und austauschbar z. B. 
gegen Dimethylaminorest. 

Mit Acetonitril trat nicht die von Kiister’) dargestellte 
Acetylverbindung auf, sondern es tritt lediglich die schon you 
Benary beschriebene Einwirkung von Salzsiure auf das Pyrrol 
ein und es entsteht der 2,3-Bis-3-oxy-5,5’-methylpyrrol-4,4’-car- 
bonsiureithylester von folgender Konstitution (nach Benary. 
vgl. S. 65): 

H,C,00C-———— 0H 


H,C—\ ~—);—, COoc,H, 
NH ) | 
H—-\ -—CH, 
NH 
Versuche. 


3-oxy-4-carbithoxy-5-methyl-2-formylpyrrol. 
a) Darstellung des freien Aldimins: 


3 g Oxypyrrol wurden in 10 ccm Chloroform suspendiert, 
3g wasserfreie Blausiiure hinzugegeben und dann unter Kis- 


kiithlung ein trockener, langsamer Strom von Chlorwasserstot! 





1) Diese Zs. Bd. 121, S. 153 (1922). 
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eingeleitet. Das Oxypyrrol ging nach kurzer Zeit mit roter 
Farbe in Lésung, und nach 1/, stiindigem Kinleiten war die 
Lisung mit HCl gesittigt. Nach einigen Stunden Stehen 
krystallisierte bereits das salzsaure Imin des Oxypyrrolaldehyds 
in farblosen, glanzenden Blittchen aus. MHierauf wurde das 
Chloroform bei gewodhnlicher Temperatur im Vakuum bis zur 
vollkommenen T'rockne abgedampft und der Riickstand in 50 ccm 
kaltem Wasser geldst. 

Die wiBrige Lésung des salzsauren Aldimins wurde hierauf 
nach Filtration mit verdiinntem Ammoniakwasser versetzt, so 
daB die Lésung deutlich alkalisch reagierte. Nach kurzem 
Stehen begann ein immer stiirker werdender Niederschlag von 
schwach braun gefirbten Niadelchen auszukrystallisieren. Aus 
96°/,igen Alkohol umkrystallisiert werden sie fast farblos. 
Trocken zersetzen sie sich bei 235°. Wird die alkoholische 
Lisung mit Ehrlichschem Reagens versetzt, so tritt Griin- 
firbung auf, beim Kochen Rotfirbung. LEisenchlorid ruft 
schwarzviolette Fairbung hervor. Ausbeute 2,5 g. 

0,0996 g Substanz gaben 13 cem N, bei 15°C und 712 mm Hg. 


Ber. fiir C,H,,O,N, Gef. 
N = 14,28 N = 14,49 


Das Imin ist sehr bestindig, es laBt sich aus Wasser um- 
krystallisieren und verseift dabei nicht zum Aldehyd. In ab- 
solutem Alkohol ist es fast unldslich, erst bei Zufiigung einiger 
Tropfen Wasser geht es in Lisung. Ebenso ist es in Chloro- 
form und Benzol unléslich. 

b) Verseifung des freien Aldimins. 

2 g Aldimin wurden in 30 ccm Wasser suspendiert und 
so lange verdiinnte Natronlauge zugegeben, bis Lisung eintrat. 
Die braune Lésung wird hierauf 1 Stunde auf dem kochenden 
Wasserbad erhitzt, wobei starker Ammoniakgeruch auftrat. 
Nach dem Abkihlen wurde mit verdiinnter Essigsiiure an- 
gesiiuert, worauf ein dicker, gelb gefiirbter Niederschlag ausfiel. 
Ausbeute 2g. Umkrystallisiert aus Alkohol erhilt man schwach 
gelb gefirbte Naidelchen vom Zersetzungspunkt 187—188°. 
Mit Khrlichschem Reagens nach kurzem Erwirmen intensive 
Rotfiirbung. Mit Kisenchlorid Schwarzviolettfirbung. 
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0,1614 g Substanz gaben 10,8 cem N, bei 14°C. und 716 mm He 


0,1146 g a ‘i 0,2300 g CO, und 0,0572 g H,O. 
Ber. fiir C,H,,O,N Gef. 
54,80°/, C 54,769), C 
5,68 H 5,58 H 
711 N 7,32 oN 


c) Verseifung des salzsauren Aldimins zum Aldehyd. 

Zur Vermeidung der in salzsaurer Lésung leicht cin. 
tretenden Kondensation zum (Bis-3-oxy-4-carbithoxy-5-methiyl. 
pyrryl)methen, wurde die waBrige Lésung des nach a) erhal. 
tenen salzsauren Aldimins mit so viel Ammoniakwasser versetzt, 
daB die Lésung auf Kongo neutral und auf Lackmus sauer 
reagierte. (Beim Mehrzusatz von Ammoniak fiel bereits das 
freie Imin aus, und war die Lésung noch stirker sauer, so 
trat beim Kochen teilweise Kondensation ein.) 

Die so neuitralisierte Lésung wurde hierauf auf dem Wasser. 
bad 1/, Stunde erhitzt und beim Erkalten fiel dann der Al- 
dehyd in sehr schénen, schwach gelb gefirbten Nadeln aus, 
die, ohne umkrystallisiert zu werden, den Schmelzp. 187 ° zeigten. 
Aus 4 g Oxypyrrol wurden so 3 g Aldehyd erhalten. Der 
Aldehyd ist ziemlich leicht léslich in Alkohol, Eisessig, Chloro- 
form, Pyridin, schwer in heiBem Wasser, in kaltem fast wn- 
léslich. 

d) Derivate des Oxypyrrolaldehyds: 

1. Semicarbazon. 0,2 g Semicarbazidchlorhydrat wurden 
in sehr wenig Wasser geliést, dazu 0,35 g Aldehyd und 0,15 g 
Kaliumacetat in Alkohol. Dann wurde erhitzt. Es trat Lisung 
ein und plotzlich fiel ein farbloser Niederschlag aus. Dieser 
wurde aus Kisessig umkrystallisiert. Schwach gelb gefiirlt: 
Blattchen. Zersetzungspunkt 243°. 


0,1334 g Substanz gaben 26,2 cem N, bei 17°C. und 727 mg Hey. 


Ber. fiir C,,H,,N,O, Gef. 
N = 22,05 N = 22,12 


2. Oxim. 0,70 g (2 Mol) Hydroxylaminchlorhydrat wurden 
in sehr wenig Wasser gelist, mit fester Soda neutralisiert und 
zu 1g (1 Mol) einer alkoholischen Lisung des Oxypyrrolaldehyds 
gegeben und das Gemisch 1 Stunde lang am RiickfluBkiihler 
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auf dem Wasserbad gekocht. Beim Erkalten krystallisierte 
dann das Oxim in farblosen Nadeln aus und aus der Mutter- 
lauge fiel beim Verdiinnen mit Wasser noch ein betriachtlicher 
Teil. Nach dreimaligem Umkrystallisieren aus Alkohol war 
das Produkt rein wei. Zersetzungspunkt bei 202°. 


0,3130 g Substanz gaben 37,2 ccm N, bei 14°C. und 717 mm Hg. 
Ber. fiir C,H,,0O,N, Gef. 
N = 13,22 N = 13,52 

3. Acetylverbindung des Oxims. 

Um von dem Oxim zu dem zugehérigen Nitril zu ge- 
langen, wurden 1,5 g Oxim mit 3ccm Kssigsiiureanhydrid iiber- 
gossen und kurze Zeit im Wasserbad erwirmt, bis Lésung 
eingetreten war. Beim Abkiihlenlassen krystallisierten aus der 
braunen Lésung gelbe Nadeln, die abfiltriert wurden. Nach 
Umkrystallisation aus Alkohol, worin sie leicht léslich sind, 
wurden sie rein weif erhalten und zeigten den Schmelzp. 115°. 
Die Analyse ergab, daf dieser Kérper ein acetyliertes Oxim 
darstellt. 

0,1406 g Substanz gaben 14,4 ccm N, bei 16°C. und 705 mm Hg 

Ber. fiir C,,H,,O;N. Gef. 
N = 11,02 N = 11,25 

Die Nadeln sind ferner leicht léslich in Eisessig und 
Aceton. Mit Ehrlichschem Reagens tritt nach kurzem Kochen 
Rotfirbung auf, mit EKisenchlorid momentan Griinfairbung, die 
sofort wieder verschwindet. 

4. Selbstkondensierung des Aldehyds. 

Der Aldehyd fiir sich in Alkohol 2 Stunden am _ Riick- 
fluBkiihler gekocht, kondensierte nicht. Nach Zugabe von einer 
Messerspitze voll Kaliumdisulfat und nach weiterem 1 stiindigem 
Kochen krystallisierten beim Erkalten gelbgriine Nadeln aus, 
die nach Umkrystallisation aus Alkohol oder Eisessig rein gelb 
wurden, zwischen 240 und 275° verkohlten und ein unbestian- 
diges, in rotbraunen Blattchen krystallisierendes Ammonium- 
salz gaben. An Stelle von Kaliumdisulfat 2 Tropfen konz. HCl 
verwendet, tritt die Kondensation momentan ein. 

0. Ammoniakverbindung des Aldehyds. 


+ 
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In eine konz. alkoholische Suspension des Aldehyds wurde 
Ammoniak eingeleitet. Es trat Liésung ein und alsbaldige 
Krystallisation eines fleischfarbenen Niederschlags, bestehend 
aus dicken Staibchen. Wurden diese abgesaugt, auf einen Ob. 
jekttrager gebracht und mit Alkohol befeuchtet, so verschwandey 
die balkenférmigen Krystalle und an ihrer Stelle erschieney 
wieder die schwach gelbgriin gefirbten Nadeln des Aldehyds 
Da das Ammonsalz auch beim geringen Erwiirmen das Am. 
moniak wieder abgibt, so wurde diese Methode auch zur Um. 
krystallisation mit gutem Erfolg benutzt. 


Bis-(3-oxy-4-carbiathoxy-5-methylpyrryl)metben. 


1. Das Methen wurde direkt erhalten durch Einwirkung 
wasserfreier Blausiure auf das Oxypyrrol, wenn die wiibrige 
Lésung des salzsauren Imins ohne mit Ammoniak abgestumpitt 
zu werden, ?/, Stunde auf dem Wasserbad erhitzt wurde. Beim 
Erkalten der waBrigen Lésung fiel ein dicker Niederschlag 
von gelben Nadeln, die aus Hisessig oder Alkohol umkrystal- 
lisiert, sich identisch erwiesen mit dem durch Kondensation 
des Oxypyrrols mit Ameisensiure erhaltenen Produkt. Zer- 
setzungspunkt 240—275° Ehrlichsche Reaktion ist negatiy. 


0,1520 g Substanz gaben 11 ecm N, bei 15°C. und 718 mm He. 


0,0932 g _ » 68 Ny » 18°C. , 728 y 
0,1044 & : » Bue Me» PR, me. 
0,1166 g " »  0,2504 g CO, und 0,0646 g H,O 
0,1715 g , 0,3674g¢ CO, ,, 0,0910 g H,0 
0,1012 g - »  0,2178¢ CO, ,, 0,0508 g H,O 
Ber. 58,60°/, C Gef. 58,58°/, 58,44°/, 58,719, C 
i), 2S 6,19°/, 5,98°/,  5,62°/, H 
8,05°/, N 8,19,/,  8,20%/, N 


2. Aquimolekulare Mengen des Oxypyrrolaldehyds und 
des Oxypyrrols wurden in Alkohol gelést und zusammen- 
gegossen. Nach Zugabe von einer Messerspitze voll Kalium- 
disulfat (oder 2 Tropfen konz. HCl) wurde die Lisung dunkel- 
braun und beim Erkalten krystallisierten gelbe Nadeln aus. 
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Sowohl das nach 1 und 2 erhaltene Methen gehen beim Be- 
handeln mit konz. Ammoniak in alkoholischer Suspension in 
ein Ammoniakadditionsprodukt von orangeroter Farbe iiber, 
das in wunderbaren Blattchen krystallisiert. Ebenso wie die 
Ammoniumverbindung des Oxypyrrolaldehyds gibt auch dieses 
das Ammoniak sehr leicht wieder ab und die gelben Nadeln 
des Methens erscheinen wieder. 


(3-Oxy-4-carbathoxy-5-methylpyrryl-2,4-dimethyl-3- 
carbithoxypyrrolydyl)methen. 

1. 1,5 g Oxypyrrolaldehyd in siedendem Alkohol gelist, 
wurden zu 1,5 g 2,4-Dimethyl-3-carbithoxypyrrol in alkoho- 
lischer Lésung gegeben und mit Kaliumdisulfat die Konden- 
sation vollzogen. Die dunkelbraun gewordene Lisung wurde 
noch 5 Minuten weiter gekocht und erkalten lassen. Dabei 
erstarrt alles zu einem gelben Krystallbrei. Aus Alkohol um- 
krystallisiert, wurden aus dem Rohprodukt diinne, gelbe Nadeln 
vom Zersetzungspunkt 245° erhalten. Der Korper ist ziemlich 
lislich in Kisessig, Chloroform, Pyridin; in Wasser ist er un- 
lislich. 

0,1522 g Substanz gaben 11,2 ccm N, bei 14°C. und 718 mm He. 


0,1247 g “ »  0,2844 g CO, und 0,0722 g H,0. 
Ber. fiir C,,H,.N,O; Gef. 
62,38°/, C 62,23°/, C 
6,40 H 648 H 
8,10 N 8,26 N 


Ehrlichsche Reaktion negativ, mit Eisenchlorid tritt 
momentan Dunkelfiirbung auf. UbergieBt man den Farbstoff 
mit konz. Salzsiure, so geht er sofort mit roter Farbe in 
Lisung. Erwirmt man hierauf ganz schwach iiber freier 
Klamme, so erstarrt unter Aufschiumen die ganze Masse zu 
einem orangefarbenen Brei. Wird dieser Niederschlag aus 
96°/,igem Alkohol umkrystallisiert, so erhilt man wieder das 
halogenfreie Methen zuriick. In Chloroform ist das salzsaure 
Salz bestiindig. Mit alkoholischem Ammoniak entsteht nach 
derselben Weise wie oben beschrieben, eine unbestindige, in 
hellbraunen Blittchen krystallisierende Ammoniumverbindung. 
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(3-Oxy-4-carbathoxy-5-methylpyrryl-2,4-dimethyl.3. 
carbathoxypyrryl)methan. 

0,5 g Methen wurden in 30 ccm Alkohol suspendiert und 
mit 0,07 g Platinschwarz 6 Stunden in Wasserstoffatmosphiire 
geschiittelt. Nach dieser Zeit war unter Aufnahme von 70 ccm 
Wasserstoff die Suspension vollkommen entfirbt und das 
SchiittelgefaB erfiillt von farblosen Nadeln. Nach Abfiltrieren 
wurde das Rohprodukt in wenig siedendem Alkohol in Lisung 
gebracht und vom Platin abfiltriert. Dabei farbte sich die 
Lésung leicht gelb. Ebenso waren die aus dieser gellen 
Mutterlauge auskrystallisierenden Nadeln oberflichlich leicht 
gelb gefarbt. Der Schmelzpunkt war 191° Der Mischschmelz- 
punkt mit dem %. 82 beschriebenen Methan ergab keine 
Depression. Ausbeute 0,4 g. 

5,375 mg Substanz gaben 0,392 cem N, bei 16°C. und 718 mm Hg. 

Ber. fiir C,,H,,0,N, Gef. 
N = 8,04 N = 8,138 

Die Leukoverbindung ist ziemlich leicht léslich in- Alkohol, 

Hisessig, Benzol und Chloroform. 


Einwirkung von Hisessigjodwasserstoff auf das (3-Oxy- 
4-carbathoxy-5-methylpyrryl-2,4-dimethyl-3-carbith. 
oxypyrrolydyl)methen. 

e) 1 g Methen wurde mit 20 ccm Lisessigjodwasserstoti 
(2:1) tibergossen, wobei es sich rot firbte. Nach 1 stiindigem 
Erhitzen in kochendem Wasserbad war noch nicht vollkommene 
Lésung eingetreten. Erst durch Erhitzen iiber freier Flamme 
wurde diese erreicht und hierauf die Lésung noch 1/, Stunde 
im Wasserbad weiter erhitzt. Nach Entfairbung mit Phos- 
phoniumjodid und Abdestillieren des EKisessigjodwasserstoffs im 
Vakuum blieb ein orangeroter, krystallisierter Kérper zuriick, 
der mit wenig Alkohol aufgenommen beim Stehenlassen orange- 
rote Nadeln gab. Diese wurden in Wasser aufgekocht, filtriert 
und aus Alkohol umkrystallisiert, worauf die gelben Nadelu 
des Ausgangsmaterials in einer Ausbeute von 0,8 g zuriick- 
gewonnen wurden. 
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Einwirkung von Hisessigjodwasserstoff auf das Oxy- 
pyrrol. 

4 g Oxypyrrol mit 40 ccm Kisessigjodwasserstoff 11/, Stunden 
auf dem kochenden Wasserbad erhitzt. Nach Entfarbung und 
Abdestillation des Kisessigjodwasserstoff blieben groBe farblose 
Krystalle zuriick, die mit wenig Alkohol eine braune Lésung 
gaben, aus der nach kurzem Stehen braune Nidelchen ausfielen, 
die bei 190° schmolzen. Durch Umkrystallisation aus Eisessig 
wurden tiefrotbraune Krystallblattchen vom Schmelzp. 201° er- 
halten. Durch 6fteres Umkrystallisieren aus Weingeist ent- 
standen aus den braunen, diuBerst kleinen Nidelchen farblose, 
wunderbar krystallisierende Blattchen vom Schmelzp. 158°. 
Dies ganze Verhalten stimmt genau iiberein mit dem von 
Benary und Silbermann (Chem. Ber. Bd. 46, S. 1367) beschrie- 
benen Verhalten des Oxypyrroles gegen rauchende Salzsiure. 
Der Benarysche Kérper vom Schmelzp. 157,5 gab mit dem 
unsrigen beim Mischschmelzpunkt keine Depression. 

Mit Dimethylaminobenzaldehyd in alkoholischer Lésung 
gekocht, tritt nach Zugabe einiger Koérnchen Kaliumbisulfat 
Griinfarbung auf, ebenso mit Benzaldehyd in alkoholischer 
Lisung und Salzsiure. 

Der Kérper kuppelt in alkoholischer salzsaurer Lésung 
mit Diazobenzolsulfosiure zu einem griinen Farbstoff (nicht 
isoliert). Mit festem Benzoldiazoniumchlorid in alkoholischer 
Lisung entsteht ein violetter Farbstoff, welcher in Ather oder 
Chloroform aufgenommen in sechseckigen Blattchen krystalli- 
siert. Bei Zugabe von Salzsiure zur alkoholischen Liésung 
schligt die Farbe des violetten Farbstoffes in Griin um. 

5,112 mg Substanz gaben 0,415 ccm N, bei 14,5°C und 719mm Hg. 


5,114 ,, je 5 0,416 , N, ,, 17°C und 707 mm Hg. 
0,1026 g ° »  0,2272 g CO, und 0,0568 g H,O 
01094 g , 0,2429¢ CO, ,, 0,0604 g H,O 
Fiir C,,H.,N,0;: 
Ber. 60,02°/, C Gef. 60,41°/, 60,57°/, C 
6,30°/, H 6,09, 6,18°/, H 
8,76,/, N 9,10°/, 891% N 


Bei einem 2. Ansatz wurde aus dem Rohprodukt (braune 
Nidelchen) durch éfteres Umkrystallisieren aus Alkohol-Wasser 
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ein farbloser, in Blaittchen krystallisierender Kérper erhaltey, 
der sich in Alkohol nicht mehr léste. Aus Eisessig konnte ey 
jedoch umkrystallisiert werden. Zersetzungspunkt 282°. Misch. 
schmelzpunkt mit Kérper XI. ergab keine Depression. 

Mit Ehrlichschem Reagens Grinfairbung. Mit Essig. 
siureanhydrid und Natriumacetat entstanden farblose Nadely 
vom Zersetzungspunkt 230°. Der Mischschmelzpunkt mit dey 
analogen Verbindung aus Kérper XI. ergab keine Depression, 


Bis-(3-oxy-4-carbithoxy-5-methylpyrryl)methen und 
Bis-(¢-methyl-?-carbithoxy-pyrryl)furan. 

5 g Oxypyrrol wurden mit 10 ccm 90°/, iger Ameisensiiure 
iibergossen und 3/, Stunde im Wasserbad erhitzt. Schon bei 50° 
war alles gelést zu einer dunkelbraunen Lisung. Nach 1 tigigem 
Stehen waren groBe, dunkelrote Krystalle entstanden. Diese 
wurden abfiltriert und aus der Mutterlauge durch Versetzen 
mit Wasser noch ein dicker, orangeroter bis rotbrauner Nieder- 
schlag erhalten. Durch Umkrystallisation aus Alkohol oder 
Hisessig wurden gelbe, glinzende Nadeln erhalten. Ausbeute 
4,5 g. Diese zeigen im Capillarrohr keinen Schmelz- oder 
Zersetzungspunkt, sondern verkohlen langsam zwischen 240 
und 275°. Ehrlichsche Reaktion verliuft negativ. Mit Kisen- 
chlorid tritt momentan Dunkelfairbung ein. Durch alkoholisches 
Ammoniak entsteht, wie oben beschrieben, ein rotes Ammonsalz. 


0,1300 g Substanz gaben 9,5 cem N, bei 15°C. und 718 mm Hg. 


0,1118 g i. e 0,2399 g¢ CO, und 0,6604 g H,0. 
Ber. fiir C,,H,,O0,N, Gef. 
58,60°/, C 58,54°/, C 
5,79 H 6,04 H 
8,05 N 8,18 N 


Die Mutterlauge von der Umkrystallisation des Rohpro- 
dukts gab beim Ejindunstenlassen einen zweiten Kérper in 
Gestalt farbloser Blittchen. Durch fraktionierte Krystallisation 
gelang es, diese von den gelben Nadeln zu trennen und rein 
zu erhalten. Zersetzungspunkt 282°. Ausbeute 0,12 g. 


5,198 mg Substanz gaben 11,572 mg CO, und 3,017 mg H,O. 
4,473 ,, a ‘a 0,336 eem N, bei 720 mm und 17° C. 
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Ber. fiir C,,H,,N.O; Gef. 
60,38°/, C 60,46°/, C 
5,66 H 6,49 H 
8,78 N 9,14 N 


Mit Ehrlichschem Reagens firbt sich die alkoholische 
Lisung dieses Kérpers blaSgriin, beim Erhitzen dunkelgriin. 
Mit Kisenchlorid gibt er keine Reaktion. Er ist in der Kalte 
léslich in Pyridin, schwerer in Eisessig, Aceton und Alkohol. 


3is-(a@-methyl-f-carbathoxy-pyrryl)furan und 

3is-(3-oxy-4-carbathoxy-5-methylpyrryl)diketon durch 
Kondensation mit Oxalsiure. 

2 Mol wasserfreie Oxalsiure wurden mit 1 Mol Oxypyrrol 
innig verrieben und dann das Gemisch im Olbad 1 Stunde 
lang auf 125° erhitzt. Unter Briunung schmolz es zu einer 
mehr oder minder braunen, ziihfliissigen Masse zusammen, die 
beim Erkalten sofort erstarrte. Mit warmem Wasser konnte 
der erstarrte, sehr harte Kérper leicht vom Glas abgelést und 
die iiberschiissige Oxalsiure herausgelést werden. Der Riick- 
stand stellte getrocknet ein rotbraunes Pulver dar. Dies wurde 
2 Stunden mit ammoniakalischem Wasser geschiittelt, dabei 
ging ein geringer Teil in Lésung und die Farbe schlug von 
rotbraun in gelb um. Nach Filtrieren wurde das rotbraune 
Filtrat mit verdiinnter Salzsiure angesiiuert, wobei ein rot- 
brauner, gallertartiger Niederschlag ausfiel. Dieser wurde aus 
Kisessig umkrystallisiert und in gelben Nadeln schén krystalli- 
siert erhalten vom Zersetzungspunkt 245—250°. 

5,194 mg Substanz gaben 0,339 cem N, bei 17°C. und 720mm Hg. 


5,683 ,, ‘i » 11,465 mg CO, und 2,756 mg H,0. 
Ber. fiir C,,H,,0,N, Gef. 
55,09 °/, C 55,03°/, C 
5,14 H 5,43 H 
7,14 N 7,28 N 


Mit Eisenchlorid gibt das Diketon starke Enolreaktion, 
Ehrlichsche Reaktion ist negativ. Es lést sich in Chloro- 
form, Alkohol, Aceton, Ligroin fast gar nicht. In ammoniaka- 
lischem Alkohol jedoch leicht unter Bildung eines rotbraunen 
Ammonsalzes, ebenso ist es in Pyridin mit blutroter Farbe léslich. 
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ein farbloser, in Blattchen krystallisierender Kérper erhalten, 
der sich in Alkohol nicht mehr léste. Aus Hisessig konnte ey 
jedoch umkrystallisiert werden. Zersetzungspunkt 282°. Misch- 
schmelzpunkt mit Kérper XI. ergab keine Depression. 

Mit Ehrlichschem Reagens Griinfirbung. Mit Essie. 
siureanhydrid und Natriumacetat entstanden farblose Nadely 
vom Zersetzungspunkt 230°. Der Mischschmelzpunkt mit dey 
analogen Verbindung aus Korper XI. ergab keine Depression, 


Bis-(3-oxy-4-carbithoxy-5-methylpyrryl)methen und 
Bis-(¢-methyl-?-carbithoxy-pyrryl)furan. 

5 g Oxypyrrol wurden mit 10 ccm 90°/, iger Ameisensiiure 
iibergossen und !/, Stunde im Wasserbad erhitzt. Schon bei 50° 
war alles gelést zu einer dunkelbraunen Lisung. Nach 1 tigigem 
Stehen waren groBe, dunkelrote Krystalle entstanden. Diese 
wurden abfiltriert und aus der Mutterlauge durch Versetzen 
mit Wasser noch ein dicker, orangeroter bis rotbrauner Nieder- 
schlag erhalten. Durch Umkrystallisation aus Alkohol oder 
Hisessig wurden gelbe, glinzende Nadeln erhalten. Ausbeute 
45g. Diese zeigen im Capillarrohr keinen Schmelz- oder 
Zersetzungspunkt, sondern verkohlen langsam zwischen 240 
und 275°. Ehrlichsche Reaktion verliuft negativ. Mit Kisen- 
chlorid tritt momentan Dunkelfarbung ein. Durch alkoholisches 
Ammoniak entsteht, wie oben beschrieben, ein rotes Ammonsalz. 


0,1300 g Substanz gaben 9,5 cem N, bei 15°C. und 718 mm Hg. 


0,1118 g ‘a = 0,2399 ¢ CO, und 0,6604 g H,0. 
Ber, fiir C,,H,.O,N, Gef. 
58,60°/, C 58,54°/, C 
5,79 H 6,04 H 
8,05 N 8,18 N 


Die Mutterlauge von der Umkrystallisation des Rohpro- 
dukts gab beim Eindunstenlassen einen zweiten Kérper in 
Gestalt farbloser Blittchen. Durch fraktionierte Krystallisation 
gelang es, diese von den gelben Nadeln zu trennen und rein 
zu erhalten. Zersetzungspunkt 282°. Ausbeute 0,12 g. 


5,198 mg Substanz gaben 11,572 mg CO, und 3,017 mg H,0. 
4,473 ,, ‘ — 0,336 eem N, bei 720 mm und 17° C. 
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Ber. fiir C,,H,,N.O; Gef. 
60,38°/, C 60,46°/, C 
5,66 H 6,49 H 
8,78 WN 9,14 N 


Mit Ehrlichschem Reagens firbt sich die alkoholische 
Lisung dieses Kérpers blaSgriin, beim Erhitzen dunkelgriin. 
Mit Kisenchlorid gibt er keine Reaktion. Er ist in der Kilte 
léslich in Pyridin, schwerer in Eisessig, Aceton und Alkohol. 


Bis-(@-methyl-@-carbathoxy-pyrryl)furan und 
Bis-(3-oxy-4-carbathoxy-5-methylpyrryl)diketon durch 
Kondensation mit Oxalsiure. 

2 Mol wasserfreie Oxalsiure wurden mit 1 Mol Oxypyrrol 
innig verrieben und dann das Gemisch im Olbad 1 Stunde 
lang auf 125° erhitzt. Unter Briunung schmolz es zu einer 
mehr oder minder braunen, zihfliissigen Masse zusammen, die 
beim Erkalten sofort erstarrte. Mit warmem Wasser konnte 
der erstarrte, sehr harte Kérper leicht vom Glas abgelést und 
die iiberschiissige Oxalsiure herausgelést werden. Der Riick- 
stand stellte getrocknet ein rotbraunes Pulver dar. Dies wurde 
2 Stunden mit ammoniakalischem Wasser geschiittelt, dabei 
ging ein geringer l'eil in Lésung und die Farbe schlug von 
rotbraun in gelb um. Nach Filtrieren wurde das rotbraune 
Filtrat mit verdiinnter Salzsiure angesiiuert, wobei ein rot- 
brauner, gallertartiger Niederschlag ausfiel. Dieser wurde aus 
Kisessig umkrystallisiert und in gelben Nadeln schén krystalli- 
siert erhalten vom Zersetzungspunkt 245—250°. 

5,194 mg Substanz gaben 0,339 cem N, bei 17°C. und 720mm Hg. 


5,683 ,, m ms 11,465 mg CO, und 2,756 mg H,0. 
Ber. fiir C,,H,,O,N, Gef. 
55,09), C 55,039/, C 
5,14 H 5,43 H 
7,14. N 7,28 N 


Mit Eisenchlorid gibt das Diketon starke Enolreaktion, 
Ehrlichsche Reaktion ist negativ. Es lést sich in Chloro- 
form, Alkohol, Aceton, Ligroin fast gar nicht. In ammoniaka- 
lischem Alkohol jedoch leicht unter Bildung eines rotbraunen 
Ammonsalzes, ebenso ist es in Pyridin mit blutroter Farbe léslich. 
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Der gelbe, in ammoniakalischem Wasser nicht lésliche 
Riickstand wurde in heiBem Kisessig gelist, wobei sich die 
Lésung rot farbte. Beim Erkalten krystallisierten daraus far). 
lose Blattchen, die sich sternartig aneinander lagerten. Mit 
Hisessig, Alkohol und Wasser nachgewaschen, konnten Ver. 


firbungen leicht entfernt werden. Zersetzungsp. 282°. 
6,113 mg Substanz gaben 0,489 cem N, bei 15°C. und 723 mm Hg. 


0,1615 g 4 » 12,8 cem N, bei 15° C. und 719mm He 
0,1346 g ‘ »  0,2956 g CO, und 0,0786 g H,0. 
0,1426 g - »  0,3141 g CO, und 0,08184 g H,0O. 


Die Molekulargewichtsbestimmung wurde nach der aus. 


gezeichneten Rastschen*) Methode ausgefiihrt: 
0,0034 g Substanz in 0,0890 g Campher geloést zeigten eine Depression 


von 4,5° C. 
Ber. C,,H,,N,0; Gef. 
60,38 °/, C 59,95 60,09 
5,66 H 6,54 6,42 
8.78 N 8,88 9,02 
Ber. Mol.-Gew. 318 Gef, Mol,-Gew. 339 


In den Eigenschaften gleicht der Kérper vollkommen dem 
durch Kondensation mit Ameisensiure erhaltenen Produkt. 
Er entsteht jedoch hier als Hauptprodukt, wihrend das Diketon 
nur in geringen Mengen rein zu erhalten war. Der Kérper 
wird noch einer weiteren genauen Untersuchung unterzogen. 


3-Oxy-4-carbathoxy-5-methyl-2-glyoxylsaure-pyrrol. 

Zu 4 g Oxalsiurediathylester in absolut alkoholischer 
Liésung wurden 2g Oxypyrrol in ebenfalls absolut alkoholischer 
Liésung gegeben und das Gemisch am RiickfluBkiihler zum 
Kochen erhitzt. In die siedende Lésung hierauf allmiihlich 
14 ccm Natriumithylatlésung gegeben, die durch Auflésen you 
1 g Na in 20 ccm absolutem Alkohol bereitet war. Alsbald 
farbte sich die Lésung dunkelrot und nach lingerem Kochi 
begann sich eine rotbraune Kruste am Kolben anzusetzen. 
Nach 2stiindigem Kochen wurde der iiberschiissige Alkohol 
im Vakuum abdestilliert und der rotbraune Riickstand in 
Wasser gelést. Beim Ansiuern der Lisung mit verd. HC! 





) Chem. Ber. 55, 8. 1051 (1922). Vgl. auch diese Zs. 126, 8. 111. 
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schlug die Farbe sofort in griin um und nach kurzer Zeit 
pegannen kleine griingefirbte Nidelchen auszukrystallisieren. 

Durch 6fteres Umkrystallisieren aus Aceton, Kisessig und 
guletzt aus Wasser wurden fast weiBe, verfilzte Nadeln er- 
halten, die den Zersetzungsp. 201° zeigten. 

Mit EKhrlichschem Reagens in alkoholischer Lésung ge- 
kocht tritt alsbald Rotfirbung auf. Eisenchlorid verursacht 
momentan Dunkelfirbung. Die Ausbeute variiert sehr nach 
Umstiinden, das Rohprodukt wurde stets in sehr guter Aus- 
heute erhalten, bei der Umkrystallisation und Reinigung treten 
aber groBe Verluste ein. 

0,1618 g Substanz gaben 8,3 cem N, bei 17° C. und 728 mm Hg. 


4,533 mg " », 8,420 g CO, und 1,999 H,O. 
Ber, C,,H,,NO, Gef. 
49,78 °/, C 50,66 %/, C 
460 H 493 H 
5,81 N 5,78 N 


3-Oxy-4-carbithoxy-5-methyl-2-chloracethylpyrrol. 

2,4 g Oxypyrrol wurden in 80 ccm Ather suspendiert, 
dazu 38ccm Chloracetonitril gegeben und in der Kilte trockener 
Chlorwasserstoff in langsamem Strom eingeleitet. Der Ather 
firbte sich griin und nach Sattigung mit Chlorwasserstoff 
begann ein farbloser, flockiger Niederschlag auszufallen. Es 
wurde iiber Nacht stehen gelassen. Am andern Morgen war 
der Ather braun gefirbt und am Boden des GefiBes lag ein 
hetrichtlicher, miBfarbener Niederschlag. Dieser wurde, nachdem 
vom Ather abgegossen war, mit Wasser versetzt und eine 
halbe Stunde erwirmt. Unter Schiumen trat Lisung ein und 
heim Erkalten fiel ein farbloser, voluminéser Niederschlag aus, 
der aus kleinen Nadeln bestand. Ausbeute 2,7 g. Der ab- 
iltrierte Niederschlag wurde aus Aceton umkrystallisiert. Rein 
weibe, diinne Nadeln. Zersetzungsp. 243°. 

0,1602 g Substanz gaben 0,2848 g CO, und 0,0746 g H,O. 


0,1734 g - » 9,2 cem N, bei 17°C. und 722 mm Hg. 
Ber. C,)H,,0,NCl Gef. 
48,88 °/, C 48,51°/, C 
493 H 521 H 
5,70 N 5,98 N 
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Das Keton lost sich leicht in Hisessig, Alkohol und Acetoy. 
In Wasser ist es unldslich, Ehrlichsche Reaktion in de, 
Hitze schwach aber deutlich rot. Mit Eisenchlorid tritt Dunke!- 
firbung auf. Gegen konz. Salzsiure und kalte Natronlage 
verhalt es sich resistent. | 

Das Keton wurde in absolutem Alkohol gelést und dazy 
eine 50°/,ige absol. alkoholische Lésung von Dimethylamin 
gegeben. Hierauf das Gemisch in ein Reagensrohr ein- 
geschmolzen und 3 Stunden auf dem heiBen Wasserbad erhitzt. 
Die Lésung farbte sich rot und gegen Ende braun. Nach dem 
Offnen wurde die Liésung eindunsten gelassen, wobei lange, 
croBe Krystalle anschossen, die aber vollstindig in braune 
Schmiere eingebettet waren. Im Benzol wurde ein Lésungs- 
mittel gefunden, in dem diese Schmieren bedeutend schlechter 
léslich waren, als das farblose Produkt. Der Abdampfriickstand 
der Benzolmutterlauge hinterlieB einen schwach braungefarbten 
K6rper, jedoch nur so wenig, daf der Schmelzpunkt genommen 
werden konnte, welcher bei 160° lag. 

Das Keton wurde mit methylalkoholischem Ammoniak 
2 Stunden im KinschluBrohr auf 100° erhitzt. Es ging dabei 
mit brauner Farbe in Lésung. Nach dem Verdunstenlassen 
hinterblieb ein amorpher brauner Kérper, welcher jedoch nicht 
zur Krystallisation gebracht werden konnte. Offenbar war 
volistindige Zersetzung eingetreten. 


EKinwirkung von Acetonitril auf das Oxypyrrol. 


Das Oxypyrrol wurde in Chloroform suspendiert, Aceto- 
nitril im UberschuB zugegeben und trockener Chlorwasserstof! 
unter Kihlung bis zur Siittigung eingeleitet. Nach kurzer 
Zeit ging das Oxypyrrol in Lésung mit griinlichgelber Farbe. 
Nach mehrstiindigem Stehenlassen wurde das Chloroform in 
Vakuum abgesaugt und bei zunehmender Konzentration krystalli- 
sierte ein farbloser Kérper aus; dieser liste sich in kaltem 
Wasser und wurde hierauf 1/, Stunde auf dem Wasserbade 
erwirmt und dann die Liésung erkalten lassen. Der aus- 
gefallene, schmutzig griin gefirbte Kérper ergab aus Hisessig 
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umkrystallisiert farblose Rauten, aus Alkohol farblose Nadeln. 


Schmelzp. 158°. 
0,2424 g Substanz gaben 20 cem N, bei 18° C. und 711 mm Hg. 


Q1714g 5, ,,  0,3780 g CO, und 0,0976 g H,O. 
0,1428¢ 4, ,  0,3128 g CO, und 0,0862 g H,O. 
5,360 mg sé, » 11,830 mg CO, und 3,145 mg HgO. 
Ber. C,,H,,0;N, Gef. 
59,96 /, C 60,19 59,80 60,21°%/, C 
6,25 H 6,37 6,75 657 4H 
8,75 N a —- . F 


Diese Werte stimmen mit dem von Benary beschriebenen 
Kérper vom Schmelzp. 157,5° itiberein. 

Die Substanz lést sich leicht in Aceton, Alkohol, Chloro- 
form, etwas schwerer in Eisessig und Benzol, nicht in Wasser. 
Mit Ehrlichschem Reagens tritt Griinfairbung auf. 


Kondensation') von 3-OQxy-4-carbathoxy-5-methylpyrrol mit 
a- und /-Pyrrolaldehyden. 
|, Mit 2,4-Dimethyl-3-carbathoxypyrrol-5-aldehyd. 

2 ¢ des Aldehyds (1 Mol.) wurden zusammen mit 1,8 g 
Oxypyrrol (1 Mol.) in méglichst wenig Alkohol heif gelést und 
nach Zugabe einiger Kérnchen KHSO, auf dem Wasserbad 
am RickfluBkiihler gekocht. Die Lésung wurde tiefrot und 
nach 4—-5 Min. begann starke Krystallabscheidung, so daB 
noch in der Hitze das Ganze zu einem Krystallbrei erstarrte. 
Dieser wurde abgesaugt, mit Alkohol und Ather gewaschen 
und getrocknet 3,i g. Aus den Mutterlaugen erhalt man noch 
weitere 0,4 g. Krystallisiert aus Alkohol in orangegelben 
Blattchen, wihrend das isomere Methen in Nadeln krystalli- 
siert (vgl. S. 73). Zersetzungsp. 244° (Braunung ab 230°). 
Aus Chloroform in ebenfalls bei 244° sich zersetzenden, rein 
gelben mikroskopischen Nidelchen. 

Leicht léslich in heiBem Eisessig und heiBem Pyridin, 
schwer in den kalten Liésungsmitteln. Schwer léslich in 
Alkohol und Chloroform, sehr schwer in Ather und Ligroin. 
Unlislich in Wasser. Liat sich aus der EHisessiglésung mit 





‘) Die nun folgenden Versuche sind siimtlich von Herrn Joachim 
Miller ausgefiihrt. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiol. Chemie. CXXVIII. 6 
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Synt 
Wasser fallen. (Ehrlichsche Reaktion: Farbung schwach jy 
der Kialte, in der Hitze kaum.) Mit Eisenchlorid tief dunkelrot, 
j Mol.-Gew. 346 
0,1520 g Substanz gaben 0,3450 g CO, und 0,0889 g H,O. 
0,1500 g ‘s » 10,8 cem N, bei 15,7° und 713 mm Hy. ] 
Ber. C,,H,,0,N, Gef. ry 
62,42 /, C 61,90°/, C ‘ws 
635 H 650 H ; dem 
8,09 N 8,09 N | halt 
Salzsaures Salz. 2. 
Beim Erwarmen mit konz. HCl léste sich die Base zuniichst & 
mit roter Farbe, schon im niachsten Augenblick gestand die — 
Lésung zu einem Krystallbrei rotoranger Nadeln. Abgenutscht JP 2,2 
und mit Wasser ausgewaschen. Schmelzp. 207°. F Men 
| KHS 
Hydrolyse des salzsauren Salzes. F Lost 
Beim Kochen mit Wasser Farbenumschlag nach gelb. Der — zu e 
abgesaugte und mit heiBem Wasser gewaschene Riickstand [J 4,72 
war chlorfrei, in den Waschwassern HCl nachweisbar. Durch §& Blit 
den Zersetzungsp. 244° erwies sich der Riickstand als freie Base. J pyrr 
F Schn 
Katalytische Hydrierung (mittels Platinmohr). fast 


0,3 g des Dipyrrylmethans wurden in 25 com Alkohol § fillb 
heiB gelést und dann unter Schiitteln erkalten gelassen, wo- J in d 
durch méglichst feine Verteilung erreicht wurde. Nach Zugabe § 
von 0,1 g Pt dann in Wasserstoffatmosphire geschiittelt. Zur 
vollstandigen Reduktion waren mehrere Tage erforderlich; es 
war dann bis auf einige glinzende farblose Krystalle voll- 
stindige Lésung (farblos) eingetreten. An der Luft farbte sich 
die Lésung gelb, weshalb diese im Vakuum eingedunstet wurde. 
Dadurch wurde das Methan in fast farblosem Zustand er- §— 
halten. Schmelzp. 191°. Nach zweimaligem Umkrystallisieren J 9,1, 
in derselben Art und Weise vollstindig farblos. Schmelzp. 191". — 
Unter dem Mikroskop langgestreckte prismatische Blattchen. 

Aus Benzol in kurzen derben Krystallen vom Schmelzp. 191’. 
Ehrlichsche Reaktion in der Kalte schwach, in der Hitze FF 
sehr stark positiv. Eisenchlorid negativ. F eine 
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Mol,-Gew. 348 
5,368 g Substanz gaben 0,390 ccm N bei 16° und 718 mm Hg, 


Ber. C,,H,,0,N, Gef, 
8,04 N 8,11°/, N 
Der Koérper erwies sich als identisch mit dem durch Hydrierung 
des aus dem 3-Oxy-4-carbathoxy-5-methylpyrrol-2-aldehyd und 
dem 2,4-Dimethyl-3-carbathoxypyrrol entstandenen Methens er- 
haltenen Methan. Mischschmelzpunkt ergab keinerlei Depression. 


2, Mit 3,p-Toluyl-2,5-dimethyl-3-carbithoxypyrrol- 
4-aldehyd. 
3,65 g des genannten Aldehyds (Schmelzp. 133°) (1 Mol.) und 


2.2 ¢ Oxypyrrol (1 Mol.) wurden mit zur Lésung ungeniigenden 
| Mengen heiBen Alkohols tibergossen und nach Zugabe von etwas 


KHSO, am RiickfluBkiihler gekocht. Es trat vollstindige 


| Lésung — rot — ein. Nach einigen Minuten schnelles Erstarren 
' 2u einer gelben Krystallmasse. Nach Waschen und Trocknen 
| 472g. Schmelzp. 210°. Aus Alkohol in glanzenden gelben 
| Blattchen vom Schmelzp. 211° (Mischschmelzpunkt mit Oxy- 
» pyrrol 180°). Aus Chloroformpetrolather ebenfalls Blattchen. 
; Schmelzp, 211°, In siedendem Alkohol ziemlich leicht, in Ather 
fast unléslich, leicht in heiBem EKisessig, daraus mit Wasser 
| fillbar. Ehrlichsche Reaktion in der Kilte schwach positiv, 
' in der Wiarme stirker. Mit Eisenchlorid intensive Rotfarbung. 


Mol,-Gew,. 436. 
0,1074 g Substanz gaben 0,2722 g CO, und 0,0631 g H,0. 


0,0784 g ‘a » 4,65 eem Ng bei 17,5° und 718mm Hg, 
Ber. C,,H,,0;N, Gef. 
68,80 °/, C 69,11°/, © 
6,42 H 6,53 4H 
6,42 N 6,58 N 


Das Methan gibt ein schén krystallisierendes salzsaures 


| Salz, das durch heifes Wasser hydrolysiert wird. 


Aufspaltung des Methans durch Kupplung mit 
Diazobenzolsulfosaure. 


0,4 ¢ des Methans wurden in 40 ccm Alkohol gelést und 
- eine Lésung von 0,33 g Diazobenzolsulfosiure in 6 ccm konz. 
, = 
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HCl und 15 ccm H,O dazu gegeben. Die Mischung firhte 
sich tiefdunkelrot. Nach 40stiindigem Stehen in der Kiilte 
wieder von einem geringen Niederschlag (Diazobenzolsulfosiure, 
abfiltriert und im Vakuum auf ein kleines Volumen eingedampit. 
Der ausgeschiedene Niederschlag wurde abgesaugt und schmolz 
nach einmaligem Umkrystallisieren bei 133° Durch einen 
Mischschmelzpunkt mit dem 1-p-Toluyl-2,5-dimethyl-3-car). 
ithoxypyrrol-4-aldehyd, wobei keinerlei Depression eintrat, 
konnte das Produkt als dieses identifiziert werden. Ausbeute: 
0,13 g Aus den Mutterlaugen wurde der Azofarbstoff des 
Oxypyrrols isoliert. 


38. Mit 2,5-Dimethyl-3-carbathoxypyrrol-4-aldehyd. 

2,2 ¢ Aldehyd und 1,9 g Oxypyrrol wurden in heifem 
Alkohol gelést und nach Zugabe von etwas KHSO, am Riick- 
fluBkiihler gekocht. Auch hier begann nach einigen Minuten 
starke Krystallabscheidung. Nach Absaugen, Waschen und 
Trocknen bildete das Produkt ein gelbes Krystallpulver. 2,15 ¢. 
Aus den Mutterlaugen wurden noch weitere 0,4 g erhalten. 
Aus Alkohol, worin es schwer léslich, krystallisiert es in gelben 
glinzenden Blattchen vom Schmelzp. 240°. Mit Hisenchlorid 
starke Enolreaktion. 

Das rote salzsaure Salz wird schon durch kaltes Wasser 
hydrolysiert. 

Mol.-Gew. 346. 
0,1032 g Substanz gaben 0,2321 g CO, und 0,0536 g H,0O. 


0,1113 g - ms 7,9 cem N, bei 15° und 717 mm Hg, 
Ber. C,,H.0;N, Gef. 
62,42 °/, C 62,30 °/, C 
6,35 H 6,42 H 
8,09 N 7,94 N 


4. Mit 1-Phenyl-2,5-dimethyl-3-carbithoxy-4-aldehyd. 

Mit diesem Aldehyd kondensierte das Oxypyrrol. is 
wurde ein rein gelbes, aus Chloroform-Ligroin in mikroskop!- 
schen Niidelchen krystallisierendes Methen erhalten. Verkollt 
langsam ab 210°. 











tiber das Verhalten des Cholesterins bei Tauben-Beriberi. 
Il. Mitteilung. 


Von 


Kazuo Hotta. 





(Aus dem Institut fir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10. Marz 1923.) 


In einer kiirzlich von Lawaczeck!) aus dem hiesigen In- 
stitut verdffentlichten Untersuchung konnte gezeigt werden, 
daB bei Tauben, welche nach ausschlieBlicher Ernihrung mit 
poliertem Reis an der beriberiartigen Avitaminose erkrankt 
waren, im groBen Brustmuskel, in der Oberschenkelmuskulatur 
und namentlich auch im Blute als regelmiBige Erscheinung 
eine iiberaus deutliche Vermehrung des Cholesteringehaltes 
eintritt. 

Im Herzen wurde dieser Befund nicht regelmiBig er- 
hoben. 

Bei Tauben, welche mit unzureichenden Mengen von 
Nahrungsstoffen, die reichlich das Vitamin B enthielten, so 
lange gefiittert waren, bis sie ein Drittel ihres urspriinglichen 
Kérpergewichtes verloren hatten, konnte in den genannten 
Skelettmuskeln zwar ebenfalls eine merkliche Cholesterin- 
vermehrung nachgewiesen werden, wenngleich sie geringfiigiger 
war, als in der Mehrzahl der Versuche an reisgefiitterten 
Tauben, hingegen blieb die Vermehrung des Cholesterins im 
Blute und im Herzen villig aus. 

Fiir die Beurteilung der Frage, ob die Steigerung des 


1) H. Lawaczeck, Diese Zs. Bd. 125, S. 214 (1923). 
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Cholesteringehaltes nur ein Nebenbefund der Reisavitaminose 
ist, oder ob ihr eine wesentliche Bedeutung fir die patho. 
logische Physiologie dieser Erkrankung zukommt, erschien eine 
Ausdehnung der Untersuchungen Lawaczecks nach mehrerey 
Richtungen als dringend erwiinscht. 

Auf Veranlassung von Professor Kmbden habe ich der. 
artige Untersuchungen begonnen und mochte ihre ersten Er. 
gebnisse im folgenden kurz mitteilen. 

Es war zuniachst wichtig, dariitber AufschluB zu gewinnen, 
ob die Steigerung des Cholesteringehaltes nur in den von La- 
waczeck untersuchten oder auch in anderen Organen sich 
findet, und ferner erschien es notwendig, den zeitlichen Ver- 
lauf der Cholesterinvermehrung niher zu verfolgen. 

Ich habe daher Cholesterinbestimmungen auBer an der 
Mehrzahl der von Lawaczeck untersuchten Organe (Brust- 
muskel, Herzmuskel, Blut) auch am Muskelmagen, an der Milz. 
der Leber, dem Hoden, der Niere, dem Pankreas und dem 
Gehirn vorgenommen. 

Fast alle diese Organe wurden in verschiedenen Stadien 
der Krankheit untersucht, teils kurz nach Beginn der charak- 
teristischen Krampferscheinungen, teils nachdem diese Er- 
scheinungen schon lingere Zeit bestanden hatten. 


Methodik. 


' Die Fiitterung erfolgte mit ungekochtem polierten Reis. 
der zur Vermeidung der Beimischung von Schalenbestandteilen 
sorgfaltig Korn fiir Korn ausgelesen war. Sonst wurde den 
Tauben — auBer Wasser in heliebiger Menge — nichts ver- 
abreicht. 

Die Bestimmung des Cholesterins erfolgte auf  colori- 
metrischem Wege und zwar in der von Embden und La- 
waczeck}) genau beschriebenen Weise. Schon Embden und 
Lawaczeck, sowie Lawaczeck?) hatten in einer Reihe von 
Fallen das von ihnen angewandte Verfahren mittels der Di- 


1) Embden und Lawaczeck, Diese Zs. Bd. 125, S. 204 (1923). 
2) Lawaczeck, Diese Zs. Bd. 125, S. 214 (1928). 
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citoninmethode von Windaus kontrolliert, besonders aber hatte 
‘ch selbst!) mich von seiner Brauchbarkeit in zahlreichen Ver- 
gleichsversuchen mit dem Windauschen Verfahren iiberzeugt. 

AuBer dem Cholesterin wurden in den meisten FiAllen 
auch der Gesamtphosphorsiuregehalt nach der im_hiesigen 
Institut tiblichen gravimetrischen Mikromethode und die Trocken- 
substanz bestimmt. 

Zur Gewinnung eines normalen Vergleichsmaterials war 
es notwendig, die genannten Analysen auch an gesunden T'auben 
auszufiihren. 


Versuchsergebnisse. 


Zur Untersuchung dienten im ganzen 7 Tiere, drei nor- 
male und vier von der Reisavitaminose befallene Tauben. 

Tabelle 1 gibt tiber den Cholesteringehalt der verschiedenen 
Organe dieser Tauben AufschluB, wobei die Versuche 1—3 die 
an gesunden, die Versuche 4—7 die an erkrankten Tieren 
vorgenommenen Bestimmungen umfassen. 

Wenden wir uns zuniachst den Spalten 5—7 zu, in denen 
die Ergebnisse am Blute, am Brustmuskel und am Herz- 
muskel, also an bereits von Lawaczeck untersuchten Or- 
ganen, verzeichnet sind, so sehen wir zunichst, daB die von 
mir im normalen Taubenblut (Reihe 5, Versuche 2—3) ge- 
fundenen Cholesterinmengen (annihernd 0,25°/, und 0,27°/,) 
dicht bei den von Lawaczeck (0,23°/,—0,26°/,, dessen Ta- 
belle I, Reihe 4 a. a. O. 8. 235) ermittelten liegen. 

In meinen simtlichen 4 Versuchen an erkrankten Tauben 
ist das Blutcholesterin stark vermehrt, in den Versuchen 4 
und 5, in denen die Tiere bald nach dem Auftreten der ersten 
Krimpfe getétet wurden, auf 0,41°/, und 0,42°/,, in den Ver- 
suchen 6 und 7, die erst nach lingerem Bestehen schwerer 
Krankheitserscheinungen ausgefiihrt wurden, gar auf 0,61°/, 
und 0,58°/,. Die von Lawaczeck am Blute beriberikranker 
Tauben gefundenen Zahlen schwanken, wenn man von einem 
nur leicht erkrankten Tiere absieht, das keine Krimpfe gezeigt 


1) Kazuo Hotta, Diese Zs. Bd. 125, 8. 224 (1923). 
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hatte, zwischen 0,36°/, und 0,62°/, (Lawaczecks Tabelle II], 
Reihe 4, a. a. O. S. 237). 


Ks sei demgegeniiber nochmals hervorgehoben, daB nach 
von Lawaczeck gewonnenen Ergebnissen das Blut von lip. 
gere Zeit einfach unterernahrten Tieren keinerlei Vermehrung, 
im Gegenteil in drei iibereinstimmenden Versuchen, eine wesent- 
liche Verminderung des Cholesteringehaltes aufwies (0,15° : 
bis annahernd 0,20°/,, Lawaczecks Tabelle V, Reihe 4, a.a. 0, 
S. 241). 


Im normalen Brustmuskel (Vers. 1—3, Reihe 6 der ‘a. 
belle I) fand ich 0,07°/,—0,13°/, Cholesterin, wiederum in 
Ubereinstimmung mit Lawaczeck, dessen Werte innerhalh 
derselben Grenzen schwanken (Lawaczeck, Tabelle I, Reihe |, 
a. a. O. S. 235). 


Die Brustmuskeln der von der Avitaminose befallenen 
Tauben zeigten in meinen Versuchen ein verschiedenes Ver. 
halten, je nachdem sie im Friihstadium oder im Spatstadium 
zur Untersuchung gelangten. Bei den friih getéteten Tieren 
(Vers. 4 und 5, Reihe 6 der Tabelle I) fand ich hohe Normal- 
werte — 0,10°/, und 0,12°/, —, wihrend die Brustmuskeln 
der im Spatstadium getéteten Tiere eine auBerordentlich starke 
Vermehrung des Cholesteringehaltes (0,29 °/, und 0,37°/,) zeigten, 
eine noch stirkere als in den Versuchen von Lawaczeck, der 
im gleichen Muskel bei Beriberi-Tauben etwa 0,16°/,—0,20°,, 
Cholesterin fand, wenn man wiederum von dem nur leicht er- 
krankten Tiere seiner Versuchsreihe absieht (Lawaczecks 
Tabelle III, Reihe 1, a. a. O. S. 237). 


Ganz ahnlich wie der Brustmuskel verhielt sich in meinen 
Versuchen das Herz. Die von mir gewonnenen Normalwerte 
(Vers. 1—3, Reihe 7) schwanken nur zwischen 0,15°/, und 0,17"), 
und liegen ganz in der Nahe der von Lawaczeck erhaltenen 
Ergebnisse (Lawaczecks Tabelle I, Reihe 3; 0,155°/,—0,184° , 
a. a. O, S. 235). 


Bei meinen friih getéteten Avitaminosetieren (Tabelle |, 
Reihe 7, Vers. 4—5) ist der Cholesteringehalt des Herzens 
véllig normal, wihrend er in den beiden Spitversuchen (Vers. 6 
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bis 7) eine deutliche Vermehrung (iiber 0,22°/, und 0,24°/,) 
erkennen laBt. 

Auch hier entsprechen meine Ergebnisse ganz denen La- 
waczecks, der nur in 2 von 6 Versuchen einen Anstieg des 
Cholesterins im Herzen beobachtete. Aus den Bemerkungen 
zu einem dieser Versuche mit erhéhtem Cholesteringehalt des 
Herzens (Lawaczecks Tabelle III, Vers. 7) geht hervor, dai 
es sich um ein Tier handelte, das nach hiaufigen Krampf- 
anfillen spontan gestorben war, also bestimmt ganz schwer er- 
krankt war. 

Reihe 8 meiner Tabelle I gibt tiber den Cholesteringehalt 
der Muskelschicht des Kaumagens Aufschlu8. Die Normal- 
werte (Vers. 1—3) liegen dicht beieinander (0,125 °/,—0,136°/,), 
wihrend die simtlichen vier an Beriberi-Tauben erhaltenen 
Zahlen einen Anstieg auf annihernd das Doppelte dieser Werte 
zeigen (0,25 °/,—0,26 °/,). 

Die Milz (Reihe 9) zeigt in den beiden Versuchen an 
Normaltieren einen Cholesteringehalt von 1,0°/, bzw. 1,2°/,, 
bei den erkrankten Tieren wurde sie nur 2mal untersucht, 
einmal im friiheren Stadium, wo ihr Cholesteringehalt den 
hdheren der Normalwerte kaum iiberschreitet (Vers. 5) und 
einmal im spiateren Stadium, in dem annahernd eine Ver- 
doppelung des normalen Cholesteringehaltes eingetreten ist. 

Ganz dhnlich verhilt sich die Leber, bei der die im 
friiheren Stadium gefundenen Cholesterinwerte (Vers, 4 und 5 
annihernd 0,40°/, und 0,39°/,) innerhalb der normalen Breite 
gelegen sind, wihrend bei den lingere Zeit erkrankten 
Tieren (Vers. 6 und 7) der Cholesteringehalt auf 0,58°/, bis 
0,69°/, angestiegen ist. 

In den Reihen 11 und 12 sind die an dem Hoden und 
ai der Niere gewonnenen Zahlen niedergelegt. In beiden 
Organen ist im Laufe der Avitaminose, auch in deren Spiit- 
stadium, keinerlei Cholesterinvermehrung eingetreten, waihrend 
das Pankreas (Reihe 13) bei den beiden spat untersuchten 
Tieren einen deutlichen Anstieg des Cholesteringehaltes er- 
kennen laBt. Die Normalwerte betrugen 0,37°/, und 0,40°/,; 
der Cholesteringehalt des Pankreas eines friih getéteten Avi- 
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taminosetieres lag bei 0,39°/,, bei den beiden spit zur Unter. 
suchung gelangten war er auf 0,51°/, und 0,67°/, angestiegen, 

Besonderes Interesse bietet angesichts der zum _ "Teil 
sicherlich auf Veriinderungen des Zentralnervensystems zuriick. 
zufiihrenden Krankheitssymptome das Verhalten des Gehirns: 
das Organ kam stets so vollstindig wie méglich zur Ver. 
arbeitung. Die Normalwerte liegen hier zwischen etwa 1,0°) 
und annihernd 1,3°/, (Reihe 14) Nur die nach 24 Tagen 
untersuchte Taube zeigt — wenigstens bei Berechnung des 
Cholesteringehaltes auf die frische Gehirnsubstanz — keine 
Cholesterinvermehrung, wihrend diese in den iibrigen Ver. 
suchen sehr deutlich ist (1,5°/,, Vers. 6, bis anniihernd 1,7" , 
Vers. 7). 

Ehe wir in eine weitere Erérterung der Versuche ein- 
treten, wollen wir die Tabelle II betrachten, aus der der 
Gehalt eines Teils der eben besprochenen Organe an Trocken- 
substanz hervorgeht. Man sieht, daf beim Brustmuskel, beim 
Herzmuskel, der Leber, der Niere und dem Gehirn, wenigstens 
im Spitstadium, fast ausnahmslos (siehe jedoch Vers. 6 Niere 
u. Gehirn) eine deutliche Verminderung des Trockengehaltes 
eingetreten ist. 

Um so stirker miissen natiirlich die oben beschriebenen 
Steigerungen des Cholesteringehaltes bei Umrechnung auf die 
Trockensubstanz in Erscheinung treten. Die Ergebnisse einer 
solchen Umrechnung sind aus Tabelle III ersichtlich. Man 
sieht, daB z. B. fiir den Brustmuskel auch bei Umrechnung 
auf Trockensubstanz sich nur im spiiteren Erkrankungsstadium 
Cholesterinvermehrung nachweisen liBt; doch erscheint der 
Betrag der Vermehrung noch viel gréBer als bei Berechnung 
auf frische Substanz. 

Ganz ahnlich liegen die Verhiltnisse am Herzen, an der 
Leber und am Pankreas; bei diesen Organen zeigt im Friih- 
stadium iiberall die Trockensubstanz keinen héheren Chole- 
steringehalt als unter normalen Verhiltnissen, wihrend der 
Anstieg bei den spat untersuchten Tieren iiberaus deutlich ist. 

In der Niere findet sich auch bei Umrechnung ihres Cho- 
lesteringehaltes auf das von Wasser befreite Organ bei den 
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Avitaminosetieren keine erkennbare Vermehrung des Chole- 
steringehaltes. Am Blute, an der Milz und dem Hoden fehlen 
einstweilen die analytischen Unterlagen fir einen Vergleich 
des Cholesteringehaltes der frischen Organe und der Trocken- 
substanz. 

In der Gehirntrockensubstanz wurden bei den Normal- 
tieren 4,9°/, und annahernd 4,8°/, Cholesterin gefunden, 
wihrend die entsprechenden Zahlen fiir die erkrankten Tauben 
zwischen 6,4°/, und 9,1°/, gelegen sind. Bei Berechnung 
auf die Trockensubstanz ergibt also auch die Unter- 
suchung im Frihstadium eine sehr erhebliche Stei- 
gerung des Cholesteringehaltes. Der héchste beobachtete 
Wert (annihernd 9,1°/,) wurde bei dem Tiere, das am lingsten 
erkrankt war, gefunden. 

Im Gegensatz zum Cholesterin zeigt in meinen Versuchen, 
ebenso wie in denen Lawaczecks, der Gesamtphosphorsiure- 
gehalt der Organe bei den kranken Tieren keine deutliche 
Verinderung. Zwar ergibt sich, wie aus Tabelle IV hervor- 
geht, wenn man die Gesamtphosphorsiure auf die frische Sub- 
stanz berechnet, an einer Reihe von Organen im Spitstadium 
der Avitaminose eine deutliche Verminderung (Tabelle IV, 
siche Reihe 6, Brustmuskel, Reihe 7 Herz, Reihe 8 Muskel- 
magen, Reihe 12, Niere, Reihe 14, Gehirn), doch verschwindet 
diese Verminderung bei Umrechnung auf die Trockensubstanz 
so gut wie vollstandig. Nur am Herzen und am Muskelmagen 
bleiben fiir die beiden Spitversuche geringe Differenzen zu- 
ungunsten der erkrankten Tiere bestehen (siehe Reihe 7 und 8 
der Tabelle V). 

Uberblicken wir die gesamten, von mir gewonnenen Unter- 
suchungsergebnisse, so ergibt sich als wesentlichster Befund, 
da8 in einer gréBeren Anzahl von Organen bei der beriberi- 
artigen Avitaminose der Taube regelmiBig eine starke Ver- 
mehrung des Cholesterins auftritt. 

Im Blute und auch im Kaumagen findet sich diese Ver- 
mehrung in ausgesprochener Weise schon in jenem Erkrankungs- 
Stadium, in dem die ersten Krampferscheinungen auftreten. 
Sie ist im Kaumagen sogar um diese Zeit schon voll aus- 
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gebildet, wahrend der Cholesteringehalt des Blutes beim wei. 
teren Krankheitsverlauf noch stirker ansteigt. 

Der friihzeitige Anstieg des Blutcholesterins erscheint auch 
deswegen als besonders bemerkenswert, weil nach den Fest. 
stellungen Lawaczecks einfach zu starker Abmagerung fiihrende 
Unterernahrung nicht zu einem Anstieg des Blutcholesterins, 
sondern im Gegenteil zu einem Absinken fihrt. 

Die am Magen vorgenommenen Untersuchungen beschriinkey 
sich bisher auf die Muscularis des Kaumagens. Erst ile 
Fortfiihrung am Driisenmagen wird dariiber entscheiden kénnen, 
ob auch dieser die gleiche Verainderung zeigt wie der Kav- 
magen. In diesem Falle wiirde es naheliegen, die bei der 
Reisavitaminose so frithzeitig auftretenden Stérungen der pep- 
tischen Verdauung!) mit dem gesteigerten Cholesteringehalt 
in ursichlichen Zusammenhang zu bringen. 

Zu jenen Organen, in denen der Anstieg des Cholesterins 
friihzeitig erfolgt, gehért auch das Gehirn, und es ist gewil 
verlockend, unmittelbare Beziehungen zwischen dieser che- 
mischen Gehirnverinderung und den cerebralen Erscheinungen 
der Tauben-Beriberi zu suchen. Doch soll zurzeit von einer 
niheren Erérterung dieser Méglichkeit abgesehen werden. 

Im Gegensatz zu den eben besprochenen Organen zeigen 
der Brustmuskel, das Herz, die Milz, die Leber und das Pan- 
kreas die Cholesterinvermehrung erst im spiiteren Verlauf der 
Erkrankung. 

Von allen untersuchten Objekten lassen nur die Niere und 
die Nebenniere einen Anstieg ihres Cholesteringehaltes iiher- 
haupt vermissen. 

Auf Grund meiner Versuche gewinnt man etwa folgendes Bild: 
Zuerst im Blute, im Gehirn und in der Muskularis des Kauv- 
magens nachweisbar, schreitet die Cholesterinvermehrung von 
Organ zu Organ fort, wobei nach den bisher erhobenen Be- 
funden nur die Niere und der Hoden verschont bleiben. 

Erst die weitere Verfolgung meiner Befunde nach ver- 


*) Danysz-Michel u. W. Koskowski, Compt. rend. hebdom. des 
scéances de l’acad. des sciences Bd. 175, S. 54 (1922), zitiert nach Ber. 
itiber die gesamte Physiologie Bd. 16, S. 66 (1923). 
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schiedenen Richtungen wird die volle Bedeutung dieses Vor- 
ganges fiir die pathologische Physiologie der beriberiartigen 
Erkrankung der Taube erkennen lassen. 

Nur ein Punkt sei bereits an dieser Stelle kurz beriihrt, 
weil er schon im Anschlu8 an die Ergebnisse Lawaczecks 
zu bestimmten theoretischen Erérterungen und experimentellen 
Untersuchungen fiihrte: ich meine die Frage, ob die von 
Abderhalden und Schmidt}), sowie von W. R. Hess?) am 
Gesamtorganismus und an den einzelnen Organen der er- 
krankten Tiere beobachteten Atmungsverminderung als eine 
Folge des erhéhten Cholesteringehaltes anzusehen sei. 

In meinen Versuchen zeigt die Niere keine Erhéhung 
ihres Cholesterinbestandes, trotzdem in den Untersuchungen 
von W. R. Hess3) bei Beriicksichtigung der — aus freilich 
sehr stark voneinander abweichenden Einzelergebnissen er- 
mittelten —- Durchschnittswerte der Atmungsabfall gerade in 
der Niere am stirksten ausgepragt war. 

Ich glaube aber, dab die einerseits von Hess, andererseits 
von mir an der Niere erhobenen Befunde keinen AnlaB dazu 
geben, die in der 6fters erwihnten Arbeit Lawaczecks zuerst 
erdrterte und in Untersuchungen von Lange und Lawaczeck, 
sowie von Embden und Lange weiter verfolete Méglichkeit 
aus dem Auge zu lassen, daB dem an den Atmungsorten vor- 
handenen Verhaltnis zwischen Cholesterin und Lecithin eine 
entscheidende Bedeutung fiir den Ablauf der Atmungsvorgiinge 
zukommt. 





!) Abderhalden u. Schmidt, Pfliigers Arch. Bd. 185, S. 141 
(1920), 

*) W. R. Hess, Diese Zs. Bd. 117, S. 284 (1921). 

°) W. R. Hess, a.a.O. S. 292 u. 293, Tabelle 1. 
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Uber Emulsin. 
Il. Mitteilung.’) 
Von 


Burckhardt Helferich, Paul Elias Speidel und Walter Toeldte. 


(Der Redaktion zugegangen am 13, Marz 1923.) 


In einer ersten Arbeit iiber Kmulsin') hat der eine von 
uns eine Bestimmungsmethode fiir Emulsin, und zwar fiir 
den salicinspaltenden Anteil angegeben. Wie sich bei der 
folgenden Arbeit herausstellte, kénnen ziemlich erhebliche 
Ungenauigkeiten entstehen dadurch, da verschiedene Ferment- 
praparate sich verschieden schnell auflésen. Um diesen Fehler 
zu vermeiden, wurde die Methode etwas abgeindert: Wir lésen 
2.5000 g Salicin in einem Me8kélbchen in etwa 60 ccm Wasser, 
geben nach dem Abkiihlen auf Zimmertemperatur 12,5 ccm 
n/10-Natriumacetat und 10 ccm n/10-Essigsiure zu und fiillen 
bei O° auf 100 ccm auf. Zur Bestimmung werden 10 mg 
Emulsin mit 1 ccm Wasser befeuchtet und nach 10 Minuten 
mit 4 cem Salicinlésung der oben angegebenen Zusammen- 
setzung versetzt. Im iibrigen ist die Bestimmungsmethode 
unyeriindert dieselbe wie in der ersten Arbeit!) angegeben. 
Da die Konzentrationen von Ferment, Substrat und Wasser- 
stoffionen dieselben sind, sind die Ergebnisse mit den friiheren 
vergleichbar. Trotz dieser Verbesserung der Bestimmungs- 
methode ergaben aber die neuen Resultate mehrfach ein Ab- 
weichen der Fermenthydrolyse von einer monomolekularen 
Reaktion. Als Beispiel dafiir sei die folgende Tabelle an- 
gegeben: 


1) I. Mitteilung Diese Zs. Bd. 117, S. 159 (1921). 
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Emulsin aus siiBen Mandeln.’) 














ee anon Drehung im 1 dm-Rohr k- 10° 
10 - 1,02 576 
20 — 0,80 588 
40 — 0,52 524 
90 — 0,03 490 
120 + 0,15 476 
150 +- 0,24 437 
180 +- 0,40 478 








Die Bestimmungsmethode gibt also bei diesen Abvei. 
chungen Werte, die nur innerhalb erheblicher Fehlergrenzen 
vergleichbar sind. Solche Schwierigkeiten werden wohl immer 
noch auftreten, solange die Fermente von einer gréferen 
Anzahl unbekannter Stoffe begleitet sind. 

Durch die beschriebene Bestimmungsmethode wird you 
dem Emulsin nur der Bestandteil, der Salicin spaltet, analytisch 
verfolgt. Wir haben uns in der folgenden Arbeit auf diesen 
Teil, der mit dem Namen Salicinase eindeutig bezeichnet wird, 
beschrankt. 

In der ersten Arbeit waren als Ausgangsmaterial die 
Kerne von Pflaumensteinen angewandt worden. Wir unter- 
suchten, ob andere Samen ein ebenso gutes oder besseres 
Ausgangsmaterial bieten kénnen. Aber weder SiiBkirsche 
(prunus avium), noch Aprikose (prunus armeniaca), noch bittere 
Mandeln ergaben bei den Vorversuchen ein giinstiges Resultat. 
Stets waren die Konstanten des isolierten Ferments erheblich 
geringer als bei Pflaumenkernen. Nur aus siiBen Mandeln 
schien es sich zu lohnen, einen gréBeren Isolierungsversuch 
anzustellen. Als Beispiel einer gréBeren Darstellung sei 
folgendes angegeben: 

2,9 kg stii8e Mandeln wurden zerkleinert und mit dem 
doppelten Gewicht Toluolwasser angeriihrt, im lose verschlos- 
senen Kolben bei 16—18° aufbewahrt. Durch von Zeit 2u 
Zeit angestellte Proben wurde festgestellt, daB langeres Aut- 





*) Die Fermentkonzentration bei dem Versuch war gréBer als bei 
der Bestimmungsmethode. 
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hbewahren des Breies sowohl wie filtrierter Anteile beim Fallen 
mit Alkohol kein wirksameres Fermentpriparat liefern ent- 
gegen den Erfahrungen, die bei Pflaumenkernen gemacht waren. 
Daher wurde die gesamte Masse zentrifugiert und die klare 
Lésung mit 10 Teilen Alkohol gefallt. Man erhielt so 160 g 
eines Praparats von der Wirksamkeit 4-10° = 51,7. 

Durch weiteres Umfillen der 10°/, igen wiBrigen Lisung 
mit Alkohol konnte das Praparat noch erheblich verbessert 
werden. Eine spezielle Vorschrift daftir anzugeben, hat keinen 
Zweck, denn bei dem wechselnden Ausgangsmaterial ist es 
erforderlich, durch Vorproben die Menge Alkohol festzustellen, 
die nétig ist, um ein méglichst wirksames Priparat zu er- 
halten. AuBerdem zeigten besondere Versuche, daB in manchen 
Fallen Aceton an Stelle von Alkohol unter Umstiinden die 
Wirksamkeit, sehr haufig aber besonders die Ausbeute erheb- 
lich vermehrt. Das wirksamste auf diese Weise erhaltene 
Priiparat hatte die Wirksamkeit k-10° = 476. 

Auch die in der ersten Arbeit angegebene Darstellung 
aus Pflaumenkernen wurde bei erneuten Versuchen ab- 
geindert. Die zerkleinerten Kerne wurden mit 2 Gewichts- 


: teilen Toluolwasser angeriihrt, 4 Tage bei Zimmertemperatur 
' aufbewahrt und abgeschleudert. Die stark gefirbte, nicht ganz 


klare Lésung wurde mehrere Wochen bei Zimmertemperatur 
aufbewahrt und dann durch Vorversuche die Menge Alkohol 
bestimmt, durch die das wirksamste Priiparat gefillt wurde. 
Diese Menge betrug meist etwa 11/, Volumteil der Ferment- 
lisung. Aceton ergab in diesem Kalle keine besseren Re- 
sultate. Das gefillte Priparat wurde abzentrifugiert, mit 
Alkohol und Ather gewaschen und an der Luft getrocknet. 
Durch nochmaliges Umfillen auf die gleiche Weise konnte das 
Priparat weiter gereinigt werden. Im besten Fall betrug die 
Wirksamkeit £-105— 812. Eine erhebliche Unsicherheit kommt 
dadurch in die Darstellung, daB die gréferen Portionen hiufig 
andere Ergebnisse zeitigen als die Vorproben, auch wenn die 
Zeiten der Behandlung (Zentrifugieren usw.) véllig die gleichen 
sind. Mehrfach zeigten die hoch wirksamen Praparate nur 
noch spurenweise Biuretreaktion. 


pane * 
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Mit dem aus Pflaumenkernen hergestellten Emulsin wurdey 
verschiedene Versuche iiber seine Beeinflussung durch 
Fermente angestellt. Unwirksamkeit von Pankreatin ayf 
die Spaltung des Salicins durch Emulsin war schon in der 
ersten Arbeit bestatigt worden. Auf ganz die gleiche Weise 
wurde festgestellt, daB Phosphatasen') aus Malz oder 
Saubohnen (vicia faba) oder Kiefernsamen (pinus silvestris) 
die Wirksamkeit von Emulsin auf Salicin nicht beein- 
trichtigt, ebensowenig Nucleasen, die nach Sachs?) her. 
gestellt waren. 

Dagegen konnte eine Verschlechterung der Wirkung des 
Ferments durch Pepsin (kiufliches, von Merck) deutlich fest- 
gestellt werden.’) 


Ks wurden die folgenden 3 Lésungen angesetzt: 


Lésung I: 0,5 g Emulsin (aus Pflaumenkernen von der 
Wirksamkeit 4+10° = 631) wurden in 40 ccm einer Lisung 
von p, = 5,0 gelést und 3 g Pepsin zugegeben. 


Lésung II: 0,1 g des gleichen Emulsinpriparats in 8 ccm 
der gleichen Lésung. 


Lésung III: 3g Pepsin in 40 ccm derselben Lésung. 

Alle 3 Lésungen wurden mit Toluol iiberschichtet und 
bei 37° aufbewahrt. Von Zeit zu Zeit wurde je 1 ccm der 
Lésung auf seine Wirksamkeit bei 0° gepriift gegen 4 ccm 
Salicinlésung. Diese enthielt auf 100 cem 2,5 g Salicin und 
so viel Na-Acetat und Essigsiure, daB in den Proben die fiir 
Salicinase giinstige H-lonenkonzentration eingestellt war. Die 
Zeitdauer der EKinwirkung betrug jedesmal 1 Stunde, die 
Drehung wurde im 1dm-Rohr beobachtet. Die nebenstehende 
Tabelle gibt die beobachteten Drehungen: 

Aus dieser Tabelle geht hervor, daf in Lésung I, d. bh. 
unter dem Einflu8 von Pepsin, die Wirksamkeit des Ferments 


1) A.Nemeru. F. Duchon, Biochem. Zs. Bd. 119, S. 73—80 (1921) 
Adler, ebenda, Bd. 70, S. 15 (1915). 

?) Sachs, Diese Zs. Bd. 46, S. 335 (1905). 

*) Vel. G. Hent (der fiir Mandelemulsin gualitativ zu ihnlichen 
Ergebnissen kommt), Arch. d. Pharm. Bd. 289, S. 588 (1901). 
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ng Lésung I Lésung II Lésung II 
0 + 1,30 + 0,40 — 0,35 
23 + 1,08 + 0,38 — 0,35 
46 + 0,92 + 0,37 ~ 0,35 
70 + 0,84 + 0,35 ~ 0,36 
95 + 0,77 + 0,32 ~ 0,37 

95 + 1,38 ') at + 0,23) 
ee ie + 0,31 + 0,23 
138 + 1,15 + 0,29 + 0,24 
ol Oars + 0,28 + 0,25 
189 + 0,83 + 0,27 + 0,23 
se + 0,78 + 0,26 + 0,22 











erheblich rascher zuriickgeht als in Lésung II. Man muf 
daraus auf eine schadigende Wirkung von Bestandteilen des 
Pepsins auf das Ferment schlieBen und, da diese schidigende 
Wirkung nicht sofort bei der Zugabe des Pepsins in voller 
Wirksamkeit auftritt, sondern mit der Dauer der Einwirkung 
steigt, muff man wohl diese Schidigung auf eine fermentative 
Schidigung durch das Pepsin zuriickfiihren. Freilich bleibt 
dabei offen, welcher der vielen Fermentbestandteile des Pepsins 
diese Wirkung hervorruft, und ob es sich bei der Schidigung 
um einen Abbau des Emulsins selbst handelt, oder seiner 
stabilisierenden Begleiter. Fiir das letztere spricht vielleicht 
der folgende Versuch: 

Aus Lésung I wurde nach 210stiindiger EKinwirkung (vgl. 
Tabelle) durch Dialyse gegen flieBendes destilliertes Wasser 
(Fischblase) und Fallen mit Alkohol eine geringe Menge von 
Kmulsin wiedergewonnen, das eine héhere Wirksamkeit zeigte 
als das Ausgangsmaterial, nimlich 4-10 = 1026. 

Von den vielen besonderen Versuchen zur Reinigung 
des Ferments sei der folgende angefiihrt: 

Schon in der ersten Arbeit war mitgeteilt worden, daB 
weitporige Ultrafilter (der Firma K.de Haén) die Salicinase 


') Nach dieser Probeentnahme wurde zu Lésung I und III je 2¢ 
Pepsin zugefiigt und die Drehung sofort bestimmt. 


wate ey 
ee ee I 


re oe 


ath 








104 B. Helferich, P. E. Speidel und W. Toeldte, 


nahezu ungeschwiicht passieren lassen. Als stérend wurde nur 
das auBerordentlich starke Schiumen des Filtrats beim Saugen 
durch das Filter empfunden. Wir gingen daher bei dey 
folgenden Versuchen zu der Filtration unter Druck iiber, 2 
der uns die Firma de Haen einen von ihr zu diesem Zweck 
konstruierten Druckfiltrierapparat lieferte, der sich ausgezeichnet 
bewiahrt hat. 

0,5 g Emulsin aus siiBen Mandeln (Wirksamkeit 4+ 10°= 368) 
wurden in 25 ccm Wasser gelést und durch ein gewohnliches 
Filter filtriert: Filtrat 1. 

Dieses schwach tribe Filtrat wurde unter 1 Atm. Uber. 
druck durch ein Ultrafilter Nr. 15 (weitporig), das zwischen 
gehirtetem Filtrierpapier einige Augenblicke wenigstens ober- 
flachlich getrocknet war, filtriert: Filtrat 2. 

Dieses fast klare Filtrat wurde auf die gleiche Weise 
unter 3 Atm. Uberdruck durch ein Ultrafilter Nr. 250 (eng- 
porig) durchgepreBt: Filtrat 3. 

Von jedem der 3 Filtrate wurde 1 ccm mit je 5 com 
Salicinlésung 53 Minuten lang bei 0° zusammengebracht. Die 
Drehung betrug dann im 1dm-Rohr fir 1: + 0,10°, fir 2: 
-+ 0,05°, fir 3: —0,98°, Demnach war auf dem engporigen 
Filter der Hauptteil des Ferments zuriickgeblieben. 

Ks wurde daher bei einem gréBeren Versuch mit 1 g des 
gleichen Emulsinpraparats das engporige Filter, das mit einem 
gelblichgrauen Schleim bedeckt war, zuerst tiber Chlorcalcium, 
dann itber Phosphorsiéureanhydrid unter vermindertem Druck 
getrocknet und der Hauptbestandteil des Filters durch 8 stiin- 
diges Schiitteln mit 100 ccm einer Mischung von gleichen 
Teilen Alkohol und Ather in Lisung gebracht. Der Riick- 
stand wog nach dem Trocknen 0,42 g. Er wurde in 4 ccm 
gelést, von einer geringen Menge ungeléster Partikelchen durch 
Zentrifugieren befreit und mit 10 Volumteilen Alkohol gefiillt. 
Das so zuriickgewonnene Fermentpriparat erwies sich jedoch 
nicht in seiner Wirksamkeit gesteigert, sondern etwas ge- 
schwicht: 4+ 10° = 306. 

Auch das aus siiBen Mandeln hergestellte Emulsin wird 
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durch Aufbewahren unter Methylalkohol?) erheblich ge- 
schiidigt, wihrend Athyl- oder Propylalkohol dabei nahezu 
wirkungslos sind, Es wurde, um jeden Irrtum auszuschlieBen, 
diesmal Methylalkohol verwandt, der aus _ krystallisiertem 
Kaliummethylsulfat dargestellt war: ein Priparat von der 
Wirksamkeit £-10° = 368 ging nach 1 tagigem Aufbewahren 
unter Methylalkohol auf 2-10° = 245, nach 2tigigem Auf- 
bewahren auf h-10° = 181 zuriick, wihrend Vergleichsproben 
mit gewohnlichem Alkohol nur eine Verschlechterung auf 331, 
mit n-Propylalkohol auf 343 ergaben. 

Die auffallende Schadigung der Emulsinwirkung durch 
Methylalkohol legte den Gedanken nahe, den Kinflu8 von 
Methylierungsmitteln auf Emulsin zu untersuchen. Als 
solches kam in erster Linie Diazomethan in Frage. Tatsiichlich 
wurde schon durch die ersten Versuche festgestellt, daB Kmulsin 
durch Aufbewahren unter einer in der iiblichen Weise her- 
gestellten itherischen Lésung seine Wirksamkeit nach kurzer 
Zeit vollig einbiiBt, wihrend Vergleichsproben ohne Diazo- 
methan das Ferment véllig unveriandert lassen. 

Weiter wurde festgestellt, daB die Inaktivierung des 
Ferments nicht momentan eintritt, sondern von der Konzen- 
tration des Diazomethans und von seiner Einwirkungsdauer 
abhiingig ist: Zu den Versuchen wurden kleine Proben des 
Ferments (aus Pflaumenkernen, 4- 10° = 536) in wasserhaltigem 
Ather aufgeschlimmt und itherische Diazomethanlésungen 
verschiedener Konzentration zugegeben. So waren z. B. 0,57 g¢ 
Ferment unter 80 ccm Ather mit einer Lisung von Diazo- 
methan aus 6 ccm Nitrosomethylurethan in 160 ccm absol. 
Ather nach 8tigigem Aufbewahren bei Zimmertemperatur 
inaktiv geworden. Durch kiirzere Dauer der Einwirkung oder 
durch geringere Konzentration konnten noch wirksame, aber 
schon geschidigte Priiparate erhalten werden. 

SchlieBlich wurde durch Methoxylbestimmungen nach 
Zeisel eine ungefihre Parallelitiit zwischen der Inaktivierung 
und dem Methoxylgehalt festgestellt: 





1) Vgl. diese Zs. Bd. 117, S, 169 (1921). 
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Wirksamkeit i+ 10° = 
536. | 488 | 355 | 260 | 99 | O | 0%) 





, CHO). 0 | 06 | 1,0 | 0,9 | 13 | 48 











| 4,8 *) 
Man darf daraus vielleicht schlieBen, da8 fiir die Aktivitiit 
des Ferments wesentliche Gruppen durch Methylierung ihre 
Wirksamkeit einbiiBen. Die Versuche, aus dem methylierten 
Produkt aktives Ferment wieder zu regenerieren, sind bisher 
noch nicht gegliickt. 
Aber diese Inaktivierung ist nicht auf Diazomethan be- 


schrankt. Auch mit Diazoithan erhalt man die gleichen 
Resultate: 





 ‘Wirksamkeit &+ 10° = 
536 | 400 | 296 | 0 
) I 0 | 02 | 0,6 4,4 





Die Versuche waren auf ganz die gleiche Weise angestellt 
wie beim Diazomethan. 

Auch auf andere Fermente scheint Diazomethan sehr 
stark inaktivierend zu wirken. Ks sei in dieser Hinsicht der 
folgende primitive Versuch beschrieben: je 3 ccm einer aus 
Hefe dargestellten «-Glucosidaselésung wurden 1. mit etwa 
160 ccm itherischer Diazomethanlésung versetzt und um- 
geschiittelt, 2. mit 160 ccm absolutem Ather ebenso behandelt. 
Beide Proben wurden iiber Nacht bei gewéhnlicher Temperatur 
aufbewahrt. Dann wurden je 5 com Wasser dazugefiigt, um- 
geschiittelt und nach dem Absetzen die wiiBrige Schicht ab- 
getrennt. Je 3 ccm der beiden Versuche wurden mit einer 
Lésung von 0,2 g «-Methylglucosid in 3 com Wasser und Zu- 
gabe von n/10-Natriumacetatlésung und n/10-Essigsiure bis 
Py = etwa 6,5 vermischt, einige Tropfen Toluol zugefiigt und 





") Der nach Zeisel bestimmte ,,Methoxylgehalt“ des urspriing- 


lichen Emulsinpraparats war bestimmt und ist bei den Zahlen der Ta- 
belle in Abzug gebracht. 


*) Das letzte Priiparat war mit der doppelten Menge Diazomethan 
sechsmal so lange behandelt wie das vorhergehende. 
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im Brutraum 2 Tage aufbewahrt. Durch Priifung mit Feh- 
lingscher Lésung wurde festgestellt, daB in Versuch 1 die 
g-Glucosidase vollig unwirksam geworden war, wihrend in 
Versuch 2 ihre Wirkung sicher festgestellt werden konnte. 
Diese Methylierungsversuche veranlaBten uns, auch Acety- 
lierungsversuche anzustellen. Zur Acetylierung wurde die 
Additionsverbindung von Pyridin an Acetylchlorid gewahlt, da 
aber Pyridin das Ferment erheblich schidigt, konnte nicht, 
wie tiblich, in Pyridinlésung gearbeitet werden. Die folgende 
Methode, nach der wir vorgingen, soll auch in anderen emp- 
findlichen Fiillen zur Acetylierung ausgeniitzt werden. 
Aquimolekulare Mengen von Acetylchlorid und Pyridin 
wurden fiir sich in trocknem Chloroform gelést und die beiden 
Lésungen unter AusschluB von Luftfeuchtigkeit vermischt. 
Dabei fallt das bekannte Additionsprodukt in farblosen Kry- 
stallen aus. Nun wurde eine bestimmte Menge Emulsin hin- 
zugefigt und dies Gemisch lingere Zeit auf der Maschine 
seschiittelt. Soweit hierbei Acetylierung eintritt, verschwindet 
die Acetylchloridpyridin-Verbindung aus dem Niederschlag voll- 
stindig, da salzsaures Pyridin in Chloroform ldslich ist. Zur 
Unterbrechung der Reaktion, und um unverbrauchtes Additions- 
produkt zu zerstéren, wurde Wasser hinzugegeben; jedoch nie 
mehr als zur Zersetzung der anfangs vorhandenen Menge 
Additionsverbindung theoretisch nétig war, so da kein un- 
geléstes Wasser die Chloroformlésung triibte, oder das Emulsin 
verunreinigte. Der Riickstand wurde dann abfiltriert, mit 
Chloroform gewaschen und unter mehrfachem Verreiben bis 
zum volligen Verschwinden des Chloroformgeruchs unter ver- 
mindertem Druck bei Zimmertemperatur getrocknet. Auf diese 
Weise wurden eine Reihe von Versuchen mit verschiedenen 
Mengen Acetylchloridpyridin von verschiedener Einwirkungs- 
dauer gemacht. Dabei wurde festgestellt, da in ziemlicher 
Annitherung tatsiichlich der Acetylgehalt mit der fortschrei- 
tenden Inaktivierung wiichst. Die Acetylbestimmungen wurden 
in der Weise ausgefiihrt, daB eine genau gewogene Menge des 
Priparats mit einigen Kubikzentimetern Natronlauge unter 
AusschluB von Kohlensiure 1 Stunde aufbewahrt, dann mit 
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Phosphorsiure angesiuert und bis fast zur Trockne eingedampft 
wurde. Der Riickstand wurde zweimal mit Wasser aufgenommey 
und wieder eingedampft (starkes Schitumen) in den vereinigten 
Destillaten die gesamten flichtigen Saéuren mit n/100-Natron. 
(Die Resultate wurden stets auf Essigsiiure 
ausgerechnet, trotzdem es sich bei dem nichtacetylierten Aus. 
gangsmaterial auch um andere fliichtige Sduren handeln kann.) 

AuBerdem wurde festgestellt, daB die Wirksamkeit des 
Ferments von reinem Chloroform bei der oben angegebenen 
Behandlungsweise der Acetylierung praktisch nicht geschiidigt 


lauge titriert. 














wird. Die folgende Tabelle gibt die Resultate dieser Acety- 
lierung: 
Acetylchlorid- Zeit der Acetyl 
Apes or hl k- 10° 
Pyridin; g Einwirkung */, 
0 0 630 2,3 
0,5 60 498 2,5 
4 60 221 4,8 
1 60 196 5,5 
3 90 95 7,6 
2 150 0 14,7 
2 60 108 — 
2 120 37 — 





Auch hier waren Versuche, durch Abspaltung der Acetyl- 
gruppen das Ferment wieder wirksam zu machen, noch nicht 
erfolgreich. 
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Uber das Porphyrin der menschlichen Fazes. 
Von 
A. Papendieck. 
Mit 1 Spektraltafel. 





(Aus dem chemischen Laboratorium des Allgemeinen Krankenhauses Hamburg-Eppendorf.) 


(Der Redaktion zugegangen am 17. Marz 1923.) 


Die Frage nach dem Vorkommen von Porphyrin im mensch- 
lichen Kote, die in neuester Zeit durch die Arbeiten Snappers?) 
auferordentlich bedeutungsvoll geworden ist, wurde schon vor 
vielen Jahren von Stokvis”) und Garrod?*) angeschnitten, 
scheint aber in der Zwischenzeit nur geringe Beachtung ge- 
funden zu haben. 

Im AnschluB an die jiingsten Arbeiten von Schumm’) 
iiber die natiirlichen Porphyrine habe ich die Frage nach dem 
Porphyrin der Fiazes einer erneuten Bearbeitung unterzogen. 
Dabei habe ich bewufSt die Untersuchung des Kotes Ge- 
sunder in den Vordergrund gestellt und hoffe iiber das Vor- 
kommen bei Krankheiten mit Blutungen im Magen-Darmkanal 
spiter berichten zu kénnen. 

Ich habe mich bei meinen Untersuchungen eng an die 
Vorschrift von Snapper gehalten und habe gefunden, da8 man 





1) J. Snapper, Arch. f. Verdauungskrankheiten Bd. 25, 8. 230 (1919); 
Dtsch. med. Wehschr. Bd, 47, S. 985 (1921); Berl. klin. Wehschr. Bd. 58, 
S. 800 (1921); Nederl. Tijdschr. v. Geneesk. S. 1692 (1918) [ref. Zentralbl. 
f.inn. Med. Bd. 39, S. 587 (1918)]. 

*) B. J. Stokvis, Nederl. Nat. en Geneesk. Congr. 1899 (cit. n. 
Garrod.) 

9) A. J, Garrod, The Lancet 1900, 8. 1323. 

4) O. Schumm, Diese Zs. Bd. 126, 8. 169 (1928). 
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durch das von ihm empfohlene Waschen des Kotes mit Acetop 
eine recht griindliche Reinigung, d. h. eine weitgehende Be. 
seitigung stérender Farbstoffe, vorwiegend einer groBen Menge 
Urobilin erzielt. Weiter wurde dann mit einem Hisessig Essig. 
estergemisch das etwa vorhandene Porphyrin mit dem Himatiy 
und einer weiteren betrichtlichen Urobilinmenge extrahiert, 
Diesem Auszug wurde das Porphyrin durch Ausschiitteln mit 
25°/,iger Salzsiure entzogen. 

Nach den Untersuchungen der oben genannten Autoren 
und anderer, die sich in neuerer Zeit gleichfalls mit diesem 
Gegenstand beschiftigt haben"), kann einerseits das Auftreten 
von Porphyrin im menschlichen Kot kaum zweifelhaft sein, 
doch muf bei genauerer Betrachtung die nihere Beschreibung 
des Spektrums auffallen und zu Bedenken AnlaB geben. In 
jiingster Zeit ist dann vor allen Dingen durch Giinther?) die 
Frage nach dem Herkommen des ausgeschiedenen Porphyrins 
eingehend beleuchtet. Giinther miBt einer ,,endogenen En- 
teroporphyringenese“ ungleich gréBere Bedeutung bei als einer 
,exogenen Bildung“. Er spricht auf Seite 649 seiner umfang- 
reichen Abhandlung iiber die Bedeutung der Hiimatoporphyrine 
in Physiologie und Pathologie die Ansicht aus, die Wahr- 
scheinlichkeit, da8 Blutfarbstoffe und deren Derivate, welche 
mit der Nahrung eingefiihrt, bei weiterem Verweilen im Darm 
zu Enterohimatoporphyrin umgebildet werden, sei ebenso gering 
wie die Bildung aus Chlorophyll. Snappers Angaben iiber 
die Porphyrinausscheidung nach Eingabe von Himatogen wurden 
von Giinther mit Hiimogallol nachgepriift, und er beobachtete 
dabei nach gréBeren Gaben (25 g pro dosi) zwar eine geringe 
Steigerung der Porphyrinausscheidung, die aber die von ihm 
festgesetzte Grenze des Normalen (2 mg auf 100 g Kottrocken- 
substanz) nicht iiberschritt, weiter aber konnte er auch aus 
dem Priaparat selbst mit der gleichen Extraktionsmethode Hi:- 
matoporphyrin gewinnen. Endlich wird angegeben, ,,daB bei 


') H. Giinther, Erg. d. allg. Path. u. path. Anat. d. Menschen u. d. 
Tiere Bd. 20, 8.608 (1922); K. Dorn, Dissert. Leipzig 1921 (cit. n. 
Giinther). 

*) Giinther, a,a.0O. S. 648 ff. 
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okkulten Darmblutungen und auch stirkeren Magenblutungen 
keine gesteigerte Himatoporphyrinausscheidung im Kot und 
Urin gewohnlich zu beobachten war.“ Inwieweit eine direkte 
Bildung von Himatoporphyrin aus Gallenfarbstoffen in Frage 
kommt, deren Méglichkeit Giinther auf Seite 652 in Betracht 
zieht, miissen weitere Untersuchungen lehren. 

Ich habe drei gréBere Versuchsreihen angestellt, die mir 
geeignet scheinen, eine gewisse Klarheit tiber das Herkommen 
des Porphyrins der Fiizes Gesunder zu schaffen. 

Der erste Versuch (Selbstversuch) erstreckte sich tiber die 
Dauer von 19 Tagen. Nach 12 Tage dauernder vdllig blut- 
und blattfarbstoffreier Ernaihrung wurden mehrere Stuhlportionen 
aul die Anwesenheit von Himatin und Porphyrin untersucht: 
Je etwa 120 g Stuhl wurden mit Aceton gewaschen, bis dieses 
kaum noch Farbstoff aufnahm, die Masse ausgepreBt und mit 
einem Gemisch aus 1 Teil Kisessig und 3 Teilen Athylacetat 
verrieben. Der Auszug wurde mit der doppelten Menge Ather 
versetzt, einmal mit Wasser gewaschen, und gab dann villig 
negative Guajak- und kaum positive Benzidinreaktion.') Der Rest 
des Extraktes, der nicht zur Anstellung dieser Reaktionen ver- 
wendet worden war, wurde mit einer kleinen Menge (etwa 
1, Raumteil) 25°/, iger Salzsiiure ausgeschiittelt. Diese zeigte 
bei der Untersuchung mit dem Schummschen Gitterspektro- 
meter”) keine Spur eines Porphyrinspektrums. Am 13. Tage 
wurde dann '/, Pfund schwach gebratenes Rinderhack gegessen 
(im tibrigen weiter chlorophyllfrei). Der in der angegebenen 
Weise hergestellte Auszug aus der entsprechenden Stublportion 
ergab stark positiven Ausfall sowohl der Guajak- als auch 
der Benzidinprobe; der salzsaure Auszug zeigte im Gitter- 
spektrum einen schwachen Absorptionsstreifen im Orange und 
einen dunkleren und breiteren im Griin.*) Die Ortsbestimmung 
ergab fiir I: wu 603, IL: wu 555. 


1) O. Schumm, Die Untersuchung der Faeces auf Blut, G. Fischer, 


Jena 1906. 
2) O. Schumm, Diese Zs. Bd. 66, S. 287 (1910). 
3) In dem verwendeten Fleisch konnte niemals Porphyrin nach- 


gewiesen werden. 
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An den folgenden sechs Tagen wurde bei gleicher [y. 
nahrung (*/, Pfund Fleisch, kein Chlorophyll) an den Stu}j. 
ausziigen das gleiche Ergebnis beobachtet. Die Lage de, 
Streifen wurde stets zu wu 602—603 bzw. wu 555—555!/, he. 
stimmt. 

In zwei Nebenversuchen wurde der EinfluB des Genusses 
von Hiihnereigelb auf die Porphyrinausscheidung festgestellt: 

I. Nach 7tagiger fleisch- und chlorophyllfreier Ernabrung 
wurden vier rohe Hiihnereier gegeben: Im Extrakt der Fiizes 
war Porphyrin nicht nachweisbar. 

II. Nach 10 tigiger fleisch- und chlorophyllfreier Ernahrung 
wurden sechs rohe Kier genossen: Im Auszug der Fiizes war 
ebenfalls Porphyrin nicht nachweisbar. 

Offenbar iibt also der GenuB von Eigelb keinerlei irgendwie 
nennenswerten Hinflu8 auf die Porphyrinausscheidung aus. 

Finf Monate nach dem ersten Versuch wiederholte ich 
diesen: Nach 6 Tage dauernder fleischfreier Kost ergab der 
Stuhlextrakt eine schwach positive Benzidinreaktion, der Salz- 
siureauszug zeigte einen schwachen, aber deutlichen Streifen 
auf uu 555. Zwei Tage spaiter bei gleicher Ernahrung: das- 
selbe Ergebnis. In den niachsten fiinf Tagen, an denen auber- 
dem auch keine chlorophyllhaltigen Stoffe genossen wurden, 
ergab sich wieder der gleiche Befund, héchstens machte sich 
ein geringes Schwicherwerden der Griinabsorption bemerkbavr. 
Am 17. Tage der fleischfreien Diit zeigte der Salzsiiure- 
auszug des Stuhls nur noch einen schwachen Schatten im Griin, 
dessen Lage nicht mehr bestimmbar war. Am 19. und 20. Tage 
(dieselbe Diait, dazu 100 g Ol. Arach.) war auch keine Andeu- 
tung von Porphyrin nachweisbar. 

Darauf wurde unter Beibehaltung der Chlorophyllkarenz 
taglich +/, Pfund gebratenes Rindfleisch genommen, wonach 
der Stuhl wieder sogleich einen deutlich nachweisbaren Gehalt 
an Porphyrin (neben Himatin) aufwies. 

Kin dritter, 11 Tage dauernder Versuch (an einem anderen 
gesunden Erwachsenen) fiihrte zu demselben Ergebnis: Am 
4. Tage der fleischfreien Ernaihrung zeigte der Salzsiureauszug 
der F’izes noch schwache, aber deutliche Absorption (uu 556). 
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Vom 5.—7. Tage war die Lage eines im Griin sichtbaren 
schwachen Schattens nicht bestimmbar. Am 8. und 9. Tage 
war keine Absorption mehr zu beobachten. Auf den GenuB 
von '/, Pfund Rindfleisch stellte sich dann sogleich wieder das 
charakteristische zweibandige sogenannte Porphyrinsiurespek- 
trum ein. 

Wegen der mit einem solchen, iiber Wochen sich er- 
streckenden Versuch begreiflicherweise verkniipften Schwierig- 
keiten, und da ich nur wirklich zuverlissige Personen dazu 
heranziehen wollte, war es mir leider nicht méglich, noch weitere 
derartige Versuche anzustellen. Ich glaube aber auch schon 
aus dieser beschrankten Zahl zu Schliissen berechtigt zu sein. 

Vor allen Dingen scheint mir bei gesunden Indi- 
viduen eine starke Abhiangigkeit zwischendem F leisch- 
cenuB (also der Gegenwart von Blutfarbstoff im Magen- 
Darmkanal) und der Ausscheidung von Porphyrin mit 
dem Kot zu bestehen. 

Die Menge des aus anderen Quellen (Galle?) stam- 
menden Porphyrins ist gering im Vergleich zu der 
nach FleischgenuS auftretenden Menge. 

Kine irgendwie bedeutende Bildung von Porphyrin 
aus Chlorophyll halte auch ich fiir fiuberst unwahr- 
scheinlich. Bei einem Zwischenversuch fand ich, daB ein 
reichliches Spinatgericht keinerlei Vermehrung der Porphyrin- 
ausscheidung hervorrief. Im iibrigen wurde des 6fteren in 
chlorophyllreichen Stiihlen die Anwesenheit von Porphyrin 
vollig vermiBt. 

Auch bei 12 Fallen von Uleus ventriculi, bei denen ich 
nach etwa 4—S8tigiger fleischfreier Diit die Fazes untersuchen 
konnte, wurde bei positiver Guajakreaktion ein deutlicher 
Porphyringehalt beobachtet.?) 

Natiirlich kann daraus kein pathologisch gesteigerter Por- 
phyringehalt (in Giinthers Sinn) abgeleitet werden. Es wird 

1) Das Material wurde mir zum gréBten Teil in liebenswiirdiger 
Weise von Herrn Privatdozent Dr. Briitt (I. chir. Abt. unserer Anstalt, 
Geh. Rat Kiimmell) zur Verfiigung gestellt, wofiir ich ihm auch an 
dieser Stelle bestens danke. 


io 8) 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physio]. Chemie. CXXVIII. 
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dadurch lediglich Snappers Ansicht bestitigt, daB in dey 
Magen-Darmkanal gelangender Blutfarbstoff auf irgendeine, 
bisher nicht niher zu kennzeichnende Weise zum Teil in Por. 
phyrin umgewandelt und als solches.im Kot ausgeschiedey 
wird. Dabei ist dann allerdings dieser Porphyringehalt gegen. 
iiber den Spuren, die Gesunde bei fleischfreier Ernahrung aus. 
scheiden, erhoht. 

Ich glaube somit zu der Ansicht berechtigt zy 
sein, daB der exogenen Porphyrinbildung eine griBere 
Bedeutung zukommt als Ginther annimmt, vielleicht 
eine Bedeutung, die der der endogenen nicht nach. 
steht. 


Eine weitere Frage, die beantwortet werden muBte, war 
die nach der Art des ausgeschiedenen Porphyrins. Snapper’) 
gibt die Lage der Absorptionsstreifen der Liésung in verdiinnter 
Salzsiure zu 605—595 bzw. 570—550 an. Diese Zahlen, die 
etwa mit den von mir in einer Lésung von 25°/, HCl-Gehalt 
beobachteten (I 603, II 555) iibereinstimmen, lassen keinen 
Schlu8 zu auf die Identitaét dieses Farbstoffes mit einem der 
bekannten natiirlich vorkommenden Porphyrine, fiir deren zwei 
wichtigste Vertreter, das Harnporphyrin und das Kotporphyrin 


folgende, hier besonders interessierende Absorptionsstreifen er- 


messen sind”): 


Lésungen in 25°/, iger Salzsiure: 





Harnporphyrin *) Kotporphyrin *) 














CoH s.N Or, C;,H33N,0, 
I 597,1 593,6 
Iit |. 554,1 350,2 
VI 410,7 405,8 


1) J. Snapper, Nederl. Tijdschr. vy. Geneesk. 1908, S. 10 (ref. Zen- 
tralbl. f. inn. Med, 1918, S. 587). 

*) O. Schumm, Diese Zs. Bd. 98, S. 123 (1916). 

3) H. Fischer, Diese Zs. Bd. 95, S. 34 (1915). 

*) H. Fischer, Diese Zs. Bd. 96, S. 148 (1915). 
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Vor allen Dingen versuchte ich, den fiir die Porphyrine 
charakteristischen Violettstreifen (VI) nachzuweisen. In der 
Tat erhielt ich bei der spektrographischen Untersuchung‘) einen 
Streifen, dessen Lage ich zu etwa uu 410 bestimmte. Trotz 
der ganz guten Ubereinstimmung der Lage der Streifen II! 
und VI mit den entsprechenden des Harnporphyrins, war die 
Identitit mit diesem von Anfang an auszuschlieBen, da das 
Porphyrin der F’izes bei essigsaurer Reaktion im Gegensatz 
zum Harnporphyrin itherléslich ist. Auffallend war weiter, 
daB der Streifen | breiter war, als man ihn sonst bei salz- 
sauren Porphyrinlésungen zu beobachten gewohnt ist. Es lag 
daher die Vermutung nahe, daB ein Gemisch mehrerer Farb- 
stoffe vorlag, und diese Vermutung bestiitigte sich. Es gelang, 
durch Ausschiitteln mit Chloroform der Salzsiurelésung eine 
bedeutende Menge an Farbstoffen (vorwiegend Urobilin) zu ent- 
ziehen, und es zeigte sich, dab das Spektrum der salzsauren 
Lisung jetzt einige Wellenlingeneinheiten weiter violett- 
wirts lag. 

Da eine Verarbeitung geringer Kotmengen keine Aussicht 
auf Erfolg bot, habe ich gréBere Mengen — 6—8 'Tages- 
portionen — auf einmal verarbeitet. Die Vorbehandlung ge- 
schah immer in der gleichen Weise. Zum Schlu8 wurde dann 
die Salzsiure mit Chloroform erschépfend extrahiert, wobei sie 
sich stets betriichtlich aufhellte. Um eine noch griéBere Rein- 
heit des Farbstoffes zu erzielen, wurde dann die Salzsiiure mit 
Krystallsoda abgestumpft, die ganz schwach alkalische Lésung 
mit Kisessig schwach angesiiuert und mit Ather ausgeschiittelt. 
Der Ather wurde durch Schiitteln mit wasserfreiem Natrium- 
sulfat getrocknet und auf dem Wasserbade abgedampit. Der 
Riickstand wurde in n/10-Kalilauge gelést und die Lisung 
spektroskopisch untersucht. Die Ortsbestimmung mit dem 
Schummschen Gitterspektrometer ergab: 


') O. Schumm, Spektrographische Methoden zur Bestimmung des 
Himoglobins und verwandter Farbstoffe, in Abderhaldens Handbuch 
der Biol. Arbeitsmethoden. 
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I 617,5 
II 566 
III 538,5 
IV 503,5.') 

Aus dieser Lésung wurde entweder der Farbstoff durch 
Zusatz von Essigséure ausgefallt oder nach dem Ansiuery 
wieder in &therische Lésung iiberfiihrt. Aus dem getrockneten 
Ather lift sich dann das Porphyrin mit 25°/,iger Salzsiiure 
wieder entfernen. Diese jetzt einen recht hohen Grad von 
Reinheit aufweisenden Lésungen wurden spektroskopisch unter- 
sucht. Die Ortsbestimmnng der Streifen ergab: 

I 593,5 
II 573 
III 550 
IV 525 
V 510.) 

Ferner habe ich auch eine derartig gereinigte Loésung 
spektrographisch untersuchen kénnen und fand die Lage des 
Violettstreifens (VI) bei uu 406,0%) (s. Tafel). 

Ich habe dann einen Teil des ausgefillten Porphyrins in 
den Methylester iibergefiihrt und dessen Liésung in Chloroform 
gleichfalls spektroskopisch untersucht. Ich fand: 


I 620,5 
Il 1. Maximum 578 
2. ” 566 
III 533 
LV 498. 


Diese Zahlen stimmen mit den von H. Fischer bzw. O.Schumm 


festgestellten Werten fiir den Kotporphyrinmethylester tibereiu. 





1 Schumm (a. a. 0.) gibt fiir eine Lésung des Kotporphyrins 


C,,H,,N,O,) in n/10-Kalilauge folgende Lage der Absorptionsstreifen au: 
I 617,5 
Il 565,5 
IIL 538,3 
IV 503,3. 


*) Fiir die Streifen II, 1V, V der salzsauren Lésung des H. Fischer- 
schen Kotporphyrins gibt Schumm (a. a. 0.) an: II 573,5, IV 524,9, 


V 509,3. 
5) Schumm (a. a. O.) fand bei reinem Kotporphyrin: 405,8. 











ing 
des 

10 
YT) 


mm 
reli. 


yrins 
n al: 


Pe 


Uber das Porphyrin der menschlichen Fizes. 117 


Die weitere Verarbeitung der durch Ausschiitteln der Salz- 
siure erhaltenen Chloroformlésung verursachte erhebliche 
Schwierigkeiten, weil die im Chloroform enthaltene Menge des 
Farbstofis, der die Lage der Absorptionsstreifen des Rohsalz- 
siureauszuges mit bedingte, sehr gering war und weil dieser 
Farbstofi sich als SuBerst unbestindig herausstellte. So ist 
es mir auch nicht gelungen, reine Liésungen dieses Stoffes 
herzustellen, jedoch glaube ich auf Grund der vielfach aus- 
gefiihrten Versuche, die hiufig zu einigermaBen brauchbaren 
Lisungen fiihrten, die dabei gewonnenen Ergebnisse mitteilen 
zu sollen. 

Durch Schiitteln mit n/10-Kalilauge lieB sich der Farb- 
stoft dem Chloroform vollstiindig entziehen. Im iibrigen ver- 
hielt sich der Koérper dem Kotporphyrin ahnlich; vor allem 
war er bei essigsaurer Reaktion in Ather léslich. Fiir den 
Ort der Absorptionsstreifen der Lisung in 25°/, iger Salzsiure 
wurden nicht immer vollig iibereinstimmende Werte gefunden, 
vielmehr schwankten dieselben: 

I zwischen 602 und 596 (meist 597) 

I=, «©6556 =, «2553 ( 4, 559). 
Im iibrigen war der Charakter des Spektrums dem echten 
Porphyrinsdéurespektrum vollkommen analog. 

Ferner konnte ich den diesem Kérper zukommenden 
Violettstreifen spektrographisch nachweisen und seine Lage 
in 25°), HCl enthaltender Lésung) zu etwa 409—407 festlegen. 

Ich glaube somit folgendes erwiesen zu haben: 

1. Das mit den Fazes Gesunder ausgeschiedene 
Porphyrin ist kein einheitlicher Kérper. 

2. Die Hauptmenge des ausgeschiedenen Por- 
phyrins verhalt sich in den gepriiften chemischen und 
physikalischen Eigenschaften wie H. Fischers Kot- 
porphyrin (C,,H,,N,0,). 


<n 
9 


3. Ein Bevleitfarbstoff, dessen Anwesenheit sich 
dadurch kundtut, daB die Lage der Absorptionsstreifen 
im Rohsalzsiureauszug nicht fiir H. Fischers Kot- 
porphyrin stimmen, ist im Gegensatz zum Harn- und 
Kotporphyrin aus salzsaurer Lésung leicht in Chloro- 
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form tiberfithrbar, verhalt sich aber im iibrigen ip 
den geprtiften chemischen und physikalischen Eigen. 
schaften wie ein Porphyrin, so daB ich glaube, dag 
wir auch in diesem einen porphyrinartigen Kérper 
vor uns haben. 

Ob die von mir dargestellten Lésungen einen einheitlichen 
Kérper enthielten, oder ob noch Gemische mehrerer Stoffe vor- 
lagen, lie® sich an dem immer nur in duferst geringen Mengen 
erbaltlichen Material nicht entscheiden. 

Ganz die gleichen Feststellungen konnte ich an dev 
Stiihlen der oben erwahnten 12 Ulcuskranken machen: Die 
Ortsbestimmung der Absorptionsstreifen der Rohsalzsiiureaus- 
ziige ergab wiederum etws 

I 602—603, 
II 555—556. 

Auch aus diesen Lésungen lieB sich durch Ausschiitteln 
mit Chloroform die eine Komponente entfernen und ich erhielt 
Salzsiiurelésungen, deren Absorptionsspektrum ebenfalls init 
dem von H. Fischers Kotporphyrin (C,,H,,N,O,) iiberein- 
stimmte. Auch der chloroformlésliche Anteil zeigte dieselben 
Eigenschaften wie der aus dem Kot Gesunder abgetrennte, so 
daB sich obige zusammenfassende Feststellungen tiber die Art 
des Porphyrins auf diese Ulcusfille ausdehnen lassen. 

Zum SchluB méchte ich nicht unerwaéhnt lassen, dab ich 
auch in dem Kot des von Giinther!) zuerst beschriebenen 
Himatoporphyrie-Kranken Petry die Anwesenheit des chloro- 
tormléslichen Anteils feststellen konnte. 


Erklarung der Spektraltafel. 

Etwa 25°), HCl enthaltende Lésungen des Porphyrins 
aus dem Kot Gesunder mit abgestuftem Gehalt. 

Spektrogramme 1—4: Schwichste, fast farblose Lésungen 
(Violettstreifen). 

Spektrogramme 5—S8: Etwas starkere Lésungen. 

a 9—12: Noch starkere Lésungen (Streiten 

im Griin und Orange). 





.. H. Giinther, Dtsch. Arch. f. klin. Med. Bd. 105, S. 89 (1911). 
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Uber die Struktur der Proteine. 
Von 


Emil Abderhalden. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Halle a. S.) 


(Der Redaktion zugegangen am 23, Mirz 1923.) 


Wir kénnen die Proteine ganz allgemein als Verbindungen 
zusammengesetzter Natur definieren, an deren Aufbau Amino- 
siuren beteiligt sind. Sie sind ferner gegeniiber den Peptonen 
durch ihren kolloiden Zustand charakterisiert. Die Erforschung 
des Aufbaus des KiweiBmolekiils ist in den letzten Jahren 
vor allem in zwei Richtungen durchgefiihrt worden. Es galt 
in erster Linie alle an seinem Aufbau beteiligten Bausteine 
liickenlos kennen zu lernen. Emil Fischers Estermethode 
zur Isolierung der Monoaminosauren brachte in dieser Be- 
ziehung groBe Fortschritte. Nicht nur gelang es, neue Bau- 
steine aufzufinden, sondern, was besonders wichtig ist, es lieB 
sich der Nachweis fiihren, daB mit vereinzelten Ausnahmen 
immer wieder die gleichen Aminosiiuren aus den verschieden- 
artigsten Proteinen gewonnen werden kénnen. Es kann der 
eine oder andere Baustein fehlen. In zweiter Linie war zu 
entscheiden, in welcher Art und Weise die einzelnen Amino- 
siuren im KiweiBmolekiil unter sich verkniipft sind. Emil 
Fischer faBte dieses Problem vom Boden der Synthese aus 
an. Er verkniipfte Aminosiiuren siureamidartig untereinander. 
Das Studium des Verhaltens dieser Verbindungen — Poly- 
peptide geannnt — gegeniiber den feinsten Reagenzien, die 
wir auf ,,biologische* Strukturen besitzen, niimlich den Fer- 
menten, ergab, daB die erwiihnte Bindung durch Trypsin und 
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Erepsin unter Wasseraufnahme gelést wird. Es gehen Amino. 
siuren aus dem fermentativen Abbau von Polypeptiden hervor, 

Besteht nun das ganze EiweiBmolekiil ausschlieBlich aus 
siureamidartig verkniipften Aminosiuren, oder besteht die 
Méglichkeit, da Polypeptidketten unter sich durch ander- 
weitige Bindungsarten verkniipft sind? Diese Fragestellung 
ist von verschiedenen Gesichtspunkten aus von Interesse. Zu- 
nichst fallt auf, daB der Fermentkomplex Pepsin EiweiB zwar 
verindern und auch abbauen kann, es entstehen jedoch keine 
Aminosiiuren. Die genauere Verfolgung der Wirkung von Pepsin 
auf KiweiB ergab, daB zuniichst trotz iuBerlich sichtbarer Ver- 
anderung Drehungs- und Brechungsvermégen unveriinder: 
bleiben. Erst nach einiger Zeit zeigen sich in dieser Hinsicli: 
Verainderungen. Trypsin setzt friihzeitig Aminosiuren in Frei- 
heit und fiihrt schlieBlich im wesentlichen den Abbau des 
Proteins bis zu den Bausteinen durch. Es verbleiben Kom- 
plexe, die diesem Ferment unzuginglich sind. Sie werden 
von Erepsin in Aminosiuren zerlegt. Am Aufbau dieser Pro- 
dukte nehmen Bausteine, wie Glykokoll und insbesondere 
Prolin, hervorragenden Anteil. 

Der Umstand, daB Pepsin und Trypsin so verschiedenartig 
auf KiweiB wirken, legt die Vermutung nahe, daB beide Fer. 
mentkomplexe das KiweiBmolekiil an verschiedenen Stellen an- 
ereifen, bzw. nicht die gleichen Bindungen lésen. Diese Vor- 
stellung hitte zur Voraussetzung, daB im KiweiBmolekiil keine 
einheitliche Bindungsart zwischen den einzelnen Bausteinen 
vorhanden ist. Da Trypsin Eiwei8 als solches angreift und 
abbaut, gleichgiiltig, ob zuvor Pepsin eingewirkt hat oder nicht, 
miiBte man annehmen, da das erstere Ferment alle Bindungs- 
arten im Kiwei8 zu lésen vermag, wihrend das Pepsin eine 
spezifischere Einstellung besitzt. 

Zu der Anschauung, daB im Eiwei8molekil nicht nur 
offene Polypeptidketten vorhanden sein diirften, fihrt auch der 
Gedanke, daB eine so gewaltige Kette von Aminosiuren ganz 
andere physikalische Kigenschaften erwarten lassen miiBte, als 
wir sie bei den EiweiSstoffen und auch den Peptonen kenneu. 
Dazu kommt noch ein Vergleich mit im Prinzip ahnlich ge- 
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bauten Verbindungen zusammengesetzter Natur. Auch bei den 
Polysacchariden hielt man es zunichst fiir méglich, daB Bau- 
stein an Baustein unter Austritt von je 1 Molekiil Wasser 
sereiht sein kénnte, bis man erkannte, daB Anhydridringe 
vorhanden sind. Der Abbau der Polysaccharide vollzieht sich 
in mindestens 2 Phasen: Aufsprengung dieser Ringe und dann 
Lisung von Baustein von Baustein unter Wasseraufnahme. 
Bei den Nucleinsiiuren haben wir ohne Zweifel auch nicht 
eine fortgesetzte Kette von Bausteinen, vielmehr sind aus drei 
verschiedenen Bausteinen bestehende Nucleotide untereinander 
zu Polynucleotiden verkniipft. 

Was tiir Komplexe kénnten nun im KiweiSmolekiil auBer 
den siureamidartig verkniipften Bindungsarten vorhanden sein? 
Zunichst ist daran zu denken, daB die Oxysiuren ester- 
artige Verknipfungen vermitteln kénnten. Wir kennen eine 
vanze Reihe solcher Séiuren: Serin, Tyrosin, Oxyprolin, 
Oxytryptophan, Oxyglutaminsiure. Bis jetzt ist es nicht 
gegliickt, den Beweis zu fiihren, daB die Oxysiuren in der 
erwiihnten Weise: 

CH,.0!H.HO.0.C.CH,.R 

OH.NH, NH, 

Goon 
in KiweiBmolekiil enthalten sind. Da ohne Zweifel diese Bin- 
dungsart sehr leicht zerfallt, sind vielleicht die Bedingungen 
zu ihrer Auffindung noch nicht erkannt. 

Kine weitere Méglichkeit bieten die Diketopiperazine. 
Sie sind beim Abbau von Proteinen aufgefunden worden.') 
Ihre Mengen waren stets geringe. Die Methoden ihrer Ge- 
winnung schlossen nicht mit voller Sicherheit eine sekundire 
Bildung aus Aminosiuren oder Dipeptiden aus. Besonders 
wichtig ist der Befund*) von 1-Prolyl-glycinanhydrid bei 
der tryptischen Verdauung von Gelatine, doch wurde diese 


) Vel. Emil Abderhalden u. Casimir Funk, Diese Zs. Bd. 53, 
S. 19 (1907). 

*) Vel. P. A. Levene u. G. B. Wallace, Diese Zs. Bd. 47, S. 143 
(1906); P. A. Levene u. Beatty, Chem. Ber. Bd. 39, S. 2060 (1906). 
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14 Monate lang durchgefiihrt, so dai sekundire Vorgiinge 
auch nicht ganz ausgeschlossen sind. Dakin") hat aus 
Caseinogen ein Anhydrid, namlich d-Isoleucyl-d-valinanhydrid 
gewonnen. 

Wir haben dem Problem des Vorkommens von Diketo- 
piperazinringen im Eiweibmolekiil seit langer Zeit groBe Auf- 
merksamkeit gewidmet und immer wieder versucht, ihr pri- 
mires Vorkommen einwandfrei festzustellen. Der Plan war 
folgender. Es wurden verschiedene Eiweifarten durch Fer- 
mente oder Siuren oder Alkalien und auch durch Kombination 
verschiedener Eingriffe teilweise aufgespalten. Das Hydrolysat 
wurde nach quantitativer Entfernung zugesetzter Saiuren oder 
Alkalien unter vermindertem Druck zur Trockne verdampft, 
und zwar unter mdglichster Entfernung des Wassers. Dann 
wurde der Riickstand mit organischen Lésungsmitteln behan- 
delt, und zwar in der Regel im Soxhletapparat. Die besten 
Erfolge erzielten wir beim Ausziehen mit trockenem, reinem 
Essigiither. Erwies sich das in Liésung gegangene Produkt 
als nicht einheitlich, dann wurde versucht, durch Ausziehen 
mit Alkohol, Aceton usw. eine Trennung herbeizufihren. Ks 
seien hier nur diejenigen Versuche angefiihrt, die zu sicher 
identifizierten Produkten gefiihrt haben. 

1. Seidenfibroin mit der Sfachen Menge 70°), iger 
Schwefelsiure 45 Stunden bei 18° aufbewahrt. Unter sorg- 
fultiger Kiihlung mit der 10fachen Menge Wasser verdiinnt 
und die Schwefelsiure quantitativ mit reinem Baryt entfernt. 
Filtrat bei 40° des Wasserbades unter vermindertem Druck 
zur Trockne verdampft. Riickstand im Soxhlet mit Essigither 
ausgezogen. Kssigiither verdampft. Es verblieb ein gelb ge- 
firbter, etwas harziger, mit Krystaillchen durchsetzter Riick- 
stand. Er wurde in heiBem Wasser aufgenommen, die Lisung 
mit Tierkohle aufgekocht und filtriert. Beim Einengen und 
Abkihlen krystallisierte eine Substanz in zu kugeligen Aggre- 
gaten vereinigten Nadeln aus. Schmelzpunkt gegen 247° unter 
Zersetzung. [@]?.o=—4,7° (in Wasser gelést zu 2°/,). Alle 


YH. D. Dakin, Biochem. J]. Bd. 12, S 290 (1918). 
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Kigenschaften des isolierten Produktes deckten sich mit 
Glyzyl-d-alaninanhydrid. 
0,1314 g Substanz gaben 0,2260 g CO, und 0,0745 ¢ H,O. 
Fir C;H,O,N, Ber. 46,85°/, C 6,29°/, H 21,88°/, N 
Jef. 46,01 ,, 629 , 2175 . 
(bestimmt n. Kjeldahl) 

Die Ausbeute an Glyzyl-d-alaninanhydrid war gering, etwa 
0,5°/, auf den N-Gehalt des gewonnenen Produktes der par- 
tiellen Hydrolyse berechnet. 

Neben diesem Anhydrid war offenbar noch ein aus Gly- 
kokoll oder d-Alanin und 1-Tyrosin bestehendes zugegen, doch 
war das Ergebnis der Analyse nicht klar genug, um einen 
bestimmten Schlu8 zu erméglichen. 

2. Casein (dargestellt nach Hammarsten): 500g genau 
nach der oben mitgeteilten Art mit 70°/, iger Schwefelsiure 
behandelt. 

Isoliert durch Ausziehen mit Essigither und Umlésen des 
Riickstandes des Essigitherauszugs aus Alkohol: |-Leuzyl- 
d-valinanhydrid. [a]? o (in Kisessig) — 45,9° 

0.1121 g Substanz gaben 0,2549 g CO, und 0,0948 g H,O. 

Fir C,,H.,0,N, Ber. 62,21°/, © 9,43, H 13,20°/, N 
Gef. 62,01 ,, 9,39 4, 13,15 ,, 
(bestimmt n. Kjeldah}) 

Ausbeute (berechnet auf den N-Gehalt des nach Abfil- 
trieren des BaSO,-Niederschlags erhaltenen Filtrats) 0,6°/,. 

Neben dem genannten Produkt wurde in allerdings sehr 
geringer Ausbeute 1-Phenylalanyl-d-alaninanhydrid er- 
halten.?) 

3. Gliadin: Verdaut mit Trypsin. 500g Gliadin 14 Tage 
mit 10 g Pankreatin in schwach alkalischer Lésung (1°), Soda) 
verdaut. Das Verdauungsgemisch wurde nach erfolgter Neu- 
tralisation und Filtration bei 40° des Wasserbades unter ver- 
mindertem Druck zur Trockne verdampft. Der Riickstand 
wurde mit Kieselgur vermischt und die entstandene Masse 
in eine Hiilse eingefillt. Nun wurde mit Essigiither im Soxhlet- 


") Vgl. hierzu Emil Abderhalden u. C. Funk, a. a. O. 
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apparat extrahiert. Das Lésungsmittel farbte sich dunkelbraun, 
Beim Verdampfen verblieb ein braunes Ol. Es wurde in heiBem 
Wasser gelodst, die Liésung mit Tierkohle gekocht und dann 
filtriert. Beim Abkiihlen erstarrte die ganze Masse zu einer 
Gallerte. Unter dem Mikroskop waren feine Nidelchen zu 
sehen. Die Masse wurde abgenutscht, mit eiskaltem, absoluten 
Alkohol gewaschen. Es verblieb auf dem Filter eine perl- 
mutterglinzende Krystallmasse. Ihre Menge reichte zu einer 
genauen Identifizierung nicht aus. Es lag ein Anhydrid vor, 
das 1-Prolin und offenbar 1-Leucin enthielt. Schmelz- 
punkt gegen 160°. [a]. in alkoholischer Lésung etwa — 120, 
N 13,20°/, (berechnet fiir 1-Prolyl-l-leucinanhydrid 13,33° |. 

Beim Hinengen der Mutterlauge wurde 1-Prolyl-glycin- 
anhydrid erhalten. Es war zuniachst verunreinigt und zwar 
offenbar durch ein Produkt, das als Baustein eine aromatische 
Aminosiure (wahrscheinlich Phenylalanin) und 1-Prolin enthielt. 
Durch Umkrystallisieren aus Aceton wurde schlieBlich das 
analysenreine 1-Prolyl-glycinanhydrid erhalten. Schmelzp. 209° 
(Beginn des Sinterns 198°). [a]? in wiBriger Lésung — 206.5". 

0,1467 g Substanz gaben 0,2931 g CO, und 0,0860 g H,0. 

Fiir C,H,,0,N, Ber. 54,519, C 6,54°/, H 18,18°/, N 
Gef. 54,49 ,, 651 ,, 1801  ,, 
(bestimmt n. Kjeldah|) 

Die Ausbeute betrug, berechnet auf den N-Gehalt des 
Filtrats des Verdauungsgemisches, 0,6°/o. 

Die vorliegenden Befunde weisen darauf hin, dab im 
EiweiBmolekiil Diketopiperazine primar vorgebildet 
sind. Es wire gesucht, anzunehmen, daB sie unter den an- 
gewandten Versuchsbedingungen sekundir entstanden sind. 
Die Ausbeute an den einzelnen Anhydriden war gering. Es 
kann das darauf beruhen, daB sie leicht aufgespalten werden 
und vielleicht bei der Losléisung aus dem EiweiBmolekil, bzw. 
aus Abbaustufen von diesem gleichzeitig zu einem Polypeptid 
gedfinet werden. Es ist uns nicht gelungen, die Ausbeute an 
Diketopiperazinen wesentlich zu erhéhen, dagegen kam es 
wiederholt vor, daB sie bedeutend verringert war, ja in ein- 
zelnen Fillen konnte wohl ihre Anwesenheit festgestellt werden, 
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dagegen war eS unmdglich, sie wegen der geringen Menge zu 
identifizieren. 

Es fragt sich nun, wie man sich die Kinfiigung der An- 
hydridringe im EKiweiSmolekiil vorzustellen hat. Die folgenden 
Darlegungen sind zunichst pur als Arbeitsplan gedacht. Es 
sind ausgedehnte Versuche im Gange, um direkte Beweise fir 
das Vorkommen von Diketopiperazinen im EiweiB, bzw. in 
Peptonen zu erlangen und ihre Einfiigung in das EiweiB, bzw. 
seine nichsten Abkémmlinge aufzukliren. 

Wir wollen das Modell des Glycyl-alaninanhydrids wiahlen. 
Dieses kann in folgender Weise mit Aminosduren bzw. Poly- 
peptiden verkniipft sein: 


CH, -CO 1 
/ Maat 
/ i 
NH,-HC-CO-N N—OC. CH, - NH, 


| Pa, ae 
CH, 1 CO-CH(CH,) 


Wird ein solches Molekiil z. B. bei 1 und II aufgesprengt, 
so entstehen: 








Ni 
CH, -CH-CO-NH-CH,- COOH + HOOC.CH-NH-0C-CH,+ NH, 
— 
Alanyl-glyein Glycyl-alanin 


Selbstverstindlich kénnen die ,Seitenketten“ des Diketo- 
piperazins aus Polypeptiden mit einer ganzen Reihe von Amino- 
siiuren bestehen. Es befriedigt jedoch die Vorstellung, daB im 
KiweiBmolekiil der Diketopiperazinring nur einmal vorkommt, 
nicht. Es mu8 vielmehr die Méglichkeit vorhanden sein, daB 
eine ganze Reihe von Verbindungen der obigen Art unter sich 
verkniipft sind. Nimmt man nicht, wofiir auch keine An- 
deutungen vorliegen, Bindungsméglichkeiten zwischen Amino- 
siuren unter sich und mit Diketopiperazinen an, die von den 
bisher erkannten ganz abweichen, dann ergibt sich eine ganze 
Reihe von Méglichkeiten der Verkniipfung von Aminosiure- 
Diketopiperazinketten. Es diirften die Dicarbonsiuren dabei 
eine bedeutsame Rolle spielen. 


Seine ee eee ee 





Cee ene, Me ee ee en ee ... 


ge : 





126 Emil Abderhalden, 


1. Beispiel. 





























Alaninrest CH,— CO Glycinrest 
er Phe 
NH-CH - CO—N N—OC-CH,- NH 
| ie ae 
CH, CO-—CH - CH, | 
Glycyl-alaninanhydrid 
. 2 yey yart CO 
{| ae 2 
®° | CH-NH—OC... CH-NH—OC...] & 
| | = 
‘a | CH, CH, =. 
2 ie 2 
=! CO CH, = 
S| | | g 
ait Cu,—00 CO ) & 
| - he | 
NH - CH,- CO—N N—OC - CH, - NH 
: Pg: © ait 
Glycinrest CO-CH-CH, 
Alanyl-glycinanhydrid 
2. Beispiel. 
CH,—CO 
NH-CH-CO—N N—OC-CH,-NH... 
| | 7 Pc 
CH, CO—CH - CH, 
{CO 
| 
CH - NH, 
si 
~ 
| Ol, 
>| CH, 
| CO 
‘ian NH CH,—CO 
Ld . Fad hi 
CH, -NH-CO-CH-CH,-CO-N N—... 





Asparaginsiiurerest CO—-CH - CH, 


3. Beispiel. 





CH, -CO NH— CH,+CO 
ae: ~~. . Ya ig 
—N N—OC-CH-CH,-CO-N N—... 
i Pgs cape hig aa 
CO-CHCH, Asparagin- CO -CH-CH, 
siurerest 


Ks ist ferner denkbar, daB die Oxysiiuren mit ihrer Oxy- 
gruppe an Diketopiperazine angelagert sind und so Briicken 
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zwischen solchen und eventuell auch Vermittler zur Zusammen- 
fassung mehrerer Diketopiperazin-Polypeptidketten bilden. Man 
kénnte zB. an die folgende Bindung denken: 
CH,-CO NH, 
Po ie | 
NH NH HO-CH,-CH-CO... 
™ Pi ~ ~- 
CO-CH- CH, Serinrest 





Besondere Bindungsméglichkeiten bieten auch Histidin 
und Tryptophan. Histidin kénnte z. B. mit einer Oxysiure 
in entsprechender Weise verkniipft sein, wie in Nucleotiden 
z. B. Ribose mit Adenin bzw. Guanin bzw. Hypoxanthin. 





Serinrest 
NH, 
CH—N H HOCH,-CH-COOH 
“ Zo 
% Gf 
3) CH, 
m | | 
| 
‘ COOH 





Méglicherweise kann auch das Cystin bzw. Cystein 
zu besonderen ,,Strukturen“ innerhalb des EKiweiBmolekiils Ver- 
anlassung geben. Es ist wohl méglich, daB Cysteinmolekiile 
durch Uberfithrung in Cystin AnlaB zur Bildung von ,,Ring- 
abschliissen* geben kénnen. Umgekehrt kann durch Riick- 
bildung von Cystein ein Ring aufgehen: 





| CH 
. | 
- Oo 
S| 


= | | 
| CH, -CH,-CH,-CH, -CH-COOH 








; Cystinrest Cysteinrest Cysteinrest 
| CHS S. oh is aactaee _ on we = 
*-NH-CO... CH-NH-CO... CH-NH-CO... CH-NH-CO... 
do Prd bo bo 
i ‘en NH NH NH 


| | 
CH,-CH,-CH,-CH,-CH- COOH 





a 


* 
PTI aie NE SMI aS 





Lysinrest Lysinrest 


Wir haben diese Méglichkeiten nur gestreift, um an- 
zudeuten, daB weder das EiweiB als solches, noch die Peptone 
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ohne weiteres mit mehr oder weniger hochmolekularen Poly. 
peptiden identifiziert werden diirfen. Es spricht im Gegentei] 
die gréBte Wahrscheinlichkeit dafiir, daB noch andere Kon- 
binationen im EiweiBmolekiil und auch in den Peptonen vor. 
handen sind, als nur siureamidartige Verkettungen, wie sie fii 
die Polypeptide charakteristisch sind. Man wird bei der Unter- 
suchung der Abbaustufen aus Eiwei8 mit besonderer Sorefalt 
nach Komplexen zu fahnden haben, die Aminosiuren in anderer 
Bindung enthalten, als sie den Polypeptiden eigen ist. Sobald 
man bestimmte Strukturverhialtnisse festlegen kann, wird das 
ganze Problem der EiweiB- und auch der Peptonverdauung 
durch Proteasen wie Pepsin und Trypsin eine neue Beleuch- 
tung erfahren. Man wird zweifellos erkennen, daB nicht ein 
Fermenttypus mit einer bestimmten Wirkungsart vorhanden 
ist, vielmehr wird man Fermente mit bestimmten Wirkungen 
kennen lernen. Versuche iiber die Kinwirkung von bestimmten 
Fermenten auf Diketopiperazine sind im Gange und ebenso 
umfassende Versuche, um Aminosiuren in der geschilderten 
Art zu vereinigen. Endlich sind wir bestrebt, den direkten 
Nachweis von Ringkomplexen im Eiweif8 zu fiihren, die bei 
der Aufsprengung zu Aminosdiuren oder auch zunichst zu 
Polypeptidketten fiihren (vgl. hierzu Beispiel 1). 
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Uber die Einwirkung von Alkali auf Thymonucleinsdure 
und Hefenucleinsdure. 
Von 


H. Steudel und S. Nakagawa. 





(Aus dem physiologischen Institut der Universitit in Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 26, Marz 1923.) 





Die Untersuchungen von H. Steudel und E. Peiser’?) 
iiber die Hefenucleinsiiure haben ergeben, daB dieser Koérper 
gegen Alkalieinwirkung sehr empfindlich ist — schon einfaches 
Stehenlassen bei Zimmertemperatur in 3,3°/, Natronlauge ge- 
nigt, um in kurzer Zeit eine Abspaltung einfacher Nuclein- 
siuren aus dem Molekiil der Hefenucleinsiiure zu bewirken. 
Die Thymonucleinsiure hat sich demgegeniiber sehr viel wider- 
standsfiihiger gegen Alkalieinwirkung gezeigt, lingeres Er- 
wirmen mit Natronlauge auf dem Wasserbade greift sie nicht 
ohne weiteres an und die allgemein iibliche Darstellungs- 
methode der Thymonucleinsiure nach Neumann sowie alle 
spiter gelegentlich empfohlenen Abianderungen derselben be- 
ruhen gerade auf dieser Kigenschaft der Thymonucleinsiure, 
von alkalischen Lésungen bei Wasserbadtemperatur eine ge- 
wisse Zeit hindurch nicht angegriffen zu werden. 

Bei der grofen Wichtigkeit, die diesen Beobachtungen 
fir die Anschauungen iiber den Aufbau der verschiedenen 
Nucleinsiuren zukommt, haben wir einige Versuche angestellt, 
wn tiber die niheren Bedingungen dieser Reaktion eine gewisse 
Ubersicht zu erlangen. 


) I. Diese Zs. Bd. 108, 8S. 42 (1919); II. Bd. 114, 8S. 201 (1921); 
III. Bd. 120, S. 292 (1922); IV. Bd. 127, S. 262 (1923). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXVIII. 9 
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Wir haben dafiir die polarimetrische Untersuchungsmetliode 
gewahlt. Es ist schon von Gamgee und Jones?) beobachiet 
worden, da8B Thymonucleinsiure (aus verschiedenen tierischey 
Organen gewonnen) auf Zusatz von Ammoniak ihre optische 
Aktivitét verliert und die Drehung bis auf U° sinken kann, 
Die neutralisierte Lésung zeigt wieder die urspriingliche 
Drehung. Die Substanz selbst wird also durch die Kinwirkung 
des Ammoniaks nicht veriindert oder jedenfalls durch die Neu. 
tralisation wieder in den gleichen Zustand wie im Anfang 
versetzt. Feulgen?) hat die gleichen Verhiltnisse gefunden, 
wenn er statt des Ammoniaks Natronlauge wibhlte. 

Wir haben nun thymonucleinsaures Natrium und hefe. 
nucleinsaures Natrium unter den gleichen Bedingungen it 
steigenden Mengen Natronlauge versetzt, das Drehungsvermézen 
einmal sofort nach der Auflésung untersucht, dann nachdem 
die Lésungen 3 Tage bei Zimmertemperatur gestanden hatten 
und endlich nachdem die Lésungen mit Essigsiiure genau 
wieder neutralisiert waren. 

Das thymonucleinsaure Natrium zeigte das bekannte Ver- 
halten, nach Zusatz von 21/, bis 3 Molekiilen Natrium war 
die Drehung verschwunden und kehrte nach der Neutralisation 
in alter Starke wieder, auch wenn die Liésung mehrere Tage 
gestanden hatte. Ganz anders das hefenucleinsaure Natriun. 
Hier sank die Drehung zunichst tiberhaupt nicht bis zum 
Nullpunkt, sondern es blieb immer eine kleine Rechtsdrehung. 
Neutralisierte man nun sehr bald wieder, z. B. nach 30 Minuten, 
so erhielt man den urspriinglichen Wert wieder, lieB man da- 
gegen 3 Tage stehen und neutralisierte dann, so blieben die 
Drehungswerte nach Zusatz von 2 Molekiilen Natrium schon 
merklich gegen die Anfangswerte zuriick, um bei 4 Molekiilen 
sehr stark zu sinken und bei 8 Molekiilen in die entgegen- 
gesetzte Drehung iiberzugehen. 

Als Beispiel eines solchen Verhaltens seien die folgenden 
Versuche angefiihrt: 


1) Proc. of the Royal Society Bd. 72, S. 100 (1904). 
*) Diese Zs. Bd. 104, S. 189 (1919). 
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L Versuch mit nucleinsaurem Natrium aus Heringsperma. 


10 g nucleinsaures Natrium in 100 cem dest. Wasser aufgelést unter Er- 
wiirmen, 10cem davon nach Alkalizusatz auf 20 ccm gefillt und im 
10 cm langem Rohr bei 21° polarisiert. Die Alkalimengen wurden ent- 
sprechend dem Molekiil des nucleinsauren Natrium in Molekiilzahlen 
mittels 4/19, '/2, 2 normalen Natronlaugelésungen hinzugesetzt. 














| Rotation (Tem- 
zugesetzte peratur 21°) 

Alkalimenge (sofort) 
‘ 0 + 2,92 
2. | 4/, Molekiil + 2,90 
3. i}, ” + — 
‘ 1 : + 1,70 
5. I", 5, si 
6. 2 ” _— 
7. 2's yy ~_ 

8. 3 ”? ee 








II, Versuch mit nucleinsaurem Natrium aus Heringsperma. 
Die Versuchsanordnungen sind ganz gleich wie bei I. 








Rotation (21°) neutralisiert mit 
Alkalizusatz pias: ese ——\ Essigsiure nach 
sofort | nach 3 Tagen 3 Tagen 
L. 0 + 2,90 + 2,90 mm 
2. 1/, Molekiil + 2,84 + 2,83 
3. a 99 + 2,45 sl comr 
4, 1 + 1,35 + 1,80 + 2,95 
5. ee + 0,36 + 1,40 + 2,92 
6. .. ws + 0,00 0,00 + 2,96 














IIT. Versuch mit nucleinsaurem Natrium aus Milz. 


5,0 g in 100 cem warmem Wasser aufgelést, 10 eem davon nach Alkali- 
zusatz auf 20 cem aufgefiillt und bei 21° polarisiert. 














hinzugesetzte Rotation = neutralisiert 
Alkalimenge aofoet | nach 3 Tagen nach 5 Tagen 

0 + 1,19 + 1,20 7 

2, 1/, Molekiil +112 +117 es 

8, ae + 0,96 + 1,02 - 

4 Brrr + 0,70 + 0,76 ans 

5. $ « + 0,16 + 0,16 + 1,19 

6. ae + 0,04 + 0,01 + 1,22 

1. 26 0,00 — 0,00 + 1,21 
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LIV. Versuch mit hefenucleinsaurem Natrium.") 
5,0 g hefenucleinsaures Natrium in 100 cem warmem Wasser aufgelist, 
10 cem davon nach Zusatz von Alkali auf 20 cem aufgefiillt und be; 
21° polarisiert. 








hinzugesetzte ee as Rotation | Pen nach 3 Tagen 
Alkalimenge sofort | nach 3 Tagen neutralisiert 

1. 0 + 2,29 + 2,30 — 

2, 1/, Molekiil +226 | +2,27 see 

3. ee 4+ 1,94 | + 1,94 + 2,29 

4, 1 " + 1,54 | + 1,55 + 2,19 

5 2 . +0,54 | + 0,53 + 1,87 

6. 4 se + 0,30 | — 0,16 + 0,20 

1. 8 = +0,29 | —0,40 — 0,36 











V. Versuch mit hefenucleinsaurem Natrium. 
5,0 g hefenucleinsaures Natrium in 100 cem warmem Wasser geldst, zu 
10 cem davon gemessene Menge Alkali hinzugesetzt, nach 30 Minuten 
neutralisiert mit Essigsiure und dann auf 20 cem gefiillt und polarisiert. 





nach 30 Minuten 


hinzugesetzte 
Alkalimenge neutralisiert 
1. 0 +- 2,26 
2. 1/, Molekiil + 2,24 
3 1 m + 2,26 
4 2 + 2,26 
5 4 ++ 2,25 








Die Versuche sind also ein deutlicher Beweis dafiir, dai 
die Nucleinsiure aus der Thymusdriise von Alkalien bei 
Zimmertemperatur nicht angegriffen wird, wihrend die Hefe- 
nucleinsiure unter diesen Bedingungen nicht bestindig ist und 
bald in die einzelnen einfachen Nucleinsiuren zerfallt. Dieser 
Zerfall ist nach Versuchen, die wir demnichst mitteilen werden, 
schon nach 24 Stunden fast vollstindig. 

Es miissen also die beiden Nucleinsiuren in ihrem Bau 
ganz verschieden sein, im besonderen miissen in der Hefe- 
nucleinsiure die einzelnen einfachen Nucleinsiuren an solchen 


') Das Priiparat verdanken wir der Liberalitiit der Firma C. F. Boeh- 
ringer & Sdhne in Mannheim/Waldhof. 











Uber die Einwirkung von Alkali auf Thymonucleinsiure usw. 133 


Stellen miteinander verkniipft sein, die eine*leichte Lésung in 
die unversehrten einfachen Nucleinsiuren gestatten. Dafiir 
kann kaum der stickstoffhaltige Anteil und auch nicht das 
Kohlenhydrat in Betracht kommen und man muB hier auf 
die urspriinglichen Kosselschen?) Anschauungen zuriickgreifen, 
der als Bindeglied eine Polyphosphorsiiure annahm. Solange 
aber unsere Kenntnisse tiber die Polyphosphorsiuren noch so 
lickenhaft sind wie heute, kann man schwer etwas genaueres 
sagen. Wie die Verhiltnisse bei der Thymonucleinsiure liegen, 
bedarf noch weiterer Untersuchungen; jedenfalls darf man nicht, 
wie es frither hiufig geschehen ist, beide Nucleinsiiuren als 
gleichgebaut ansehen und die Resultate, die man bei der einen 
erhalten hat, ohne weiteres auf die andere iibertragen. 

Wir haben ferner noch einige Versuche angestellt iiber 
das Drehungsvermégen von natiirlichem und _ kiinstlichem 
nucleinsaurem Clupein in ahnlicher Weise, wie sie friiher schon 
von H. Steudel?) beschrieben sind. Die Rechtsdrehung der 
Nucleinsiure tritt weder bei der Auflésung von reinen Képfen 
von Heringsspermien in Natronlauge noch von nucleinsaurem 
Clupein hervor, die allmaihlich abnehmende Linksdrehung ist 
wohl in beiden Fallen auf das Clupein zu schieben, dessen 
Verhalten zu Alkalien in optischer Beziehung bisher freilich 
noch nicht untersucht ist. Man sollte eigentlich erwarten, daB 
bei abnehmender Rechtsdrehung der Nucleinsiure die Links- 
drehung des Clupeins zunehmen sollte. 


VI. Versuch mit Heringspermakopfen. 
0,2 g davon in Alkali aufgelést und mit Wasser auf 20 cem aufgefiillt. 
Die Substanz ist sehr schwer léslich und die Lésung wurde erst nach 
einem Tage hell genug, um die Polarisation auszufiihren. 














: 979 
zugesetzte 2 n-Alkali- Rotation (25°) 
menge : : Rte hing 
nach 1 Tage | nach 3 Tagen | nach 6 Tagen 
15 cem —0,20 | ~ ae os’ 
2 — 0,17 | — 0,06 — 0,07 





1) Arch. (Anat. u.) Physiol. 1893, S. 161. 
2) Diese Zs. Bd. 83, S. 76 (1913). 
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VII. Versuch mit nucleinsaurem Clupein. 
0,2 g¢ davon in Alkali aufgelést mit Wasser auf 20 cem aufgefillt und 
dann bei 25° polarisiert. 























Rotation 
zugesetzte 
2 n-Alkalimenge am 
sofort nach 2 Tagen | nach 5 Tagen 
10 eem — 0,26 | — 0,17 -- 0,11 
a, — 0,24 — 0,16 ~ 0,10 
20 ,, — 0,26 | —@,17 G41 








Zum SchluB sei ein Versuch mit basischem guanylsauren 
Natrium mitgeteilt, dessen Drehung in salzsaurer Lésung mit 
der von Levene’) angegebener ziemlich iibereinstimmt. Man 
darf aber die salzsauren Lésungen von Guanylsiure niclit 
allzu lange stehen lassen, schon nach eintigigem Stehen bei 
Zimmertemperatur zeigte die Lésung eine kraftige Diazoreaktion, 
ein Beweis, daB schon aus einem Teil der Guanylsiure sicher 
Guanin abgespalten worden war. Deshalb erhalt man auch 
bei der letzten Bestimmung (nach Neutralisation der salzsauren 
Lésung nach 2 Tagen) nicht den Ausgangswert zuriick. 


VIII. Versuch mit quanylsaurem Natrium (basisch). 
0,6 g in 20 ecm Salzsdure (10°/,) aufgeldst. 
Rotation sofort — 0,04 (25°) 
‘ nach 1 Tag — 0,04 


- » 3 Tagen — 0,06. 
0,6 g in 20 ccm dest. Wasser aufgelést, die Lésung reagiert sehwach 
alkalisch. 


Rotation sofort — 0,86 
mn nach 1 Tag — 0,86. 
0,6 g in 10°/, Salzsiure aufgelést, nach 2 Tagen mit Natronlauge neu- 


tralisiert und polarisiert. 
Rotation — 0,16. 


1) J. B. Ch. Bd. 41, S. 483 (1920). 
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: Uber die Einwirkung von Kochsalz auf die Bestandteile 
: des Zellkerns. 


Von 
Dr. Mario Garcia Banus. 
It (Aus dem Institut fir EiweiBforschung der Universitit Heidelberg.) 
un (Der Redaktion zugegangen am 17, Marz 1923.) 


tf — 


al Die Nucleinséure findet sich in den Zellkernen in zwei 
"> & verschiedenen Verbindungen, entweder ist sie so locker an die 
ag proteinartigen Substanzen gebunden, daB sie sich durch ver- 
‘h | diinnte starke Saéuren leicht von denselben ablésen laBt, oder 
n 


die Verbindung der Nucleinsiure mit den Proteinstoffen wider- 
' steht der Siurewirkung. Im ersteren Fall tragen die Protein- 
| stofle basischen Charakter, im zweiten Fall ist dies bisher 
_ nicht nachgewiesen. A. Kossel hat hiernach dissoziierte und 
' nicht dissoziierte Kerne unterschieden. 
| Ks erhebt sich die Frage: Wodurch kann in gewissen 
| Zellen, zB. in gewissen Spermaképfen eine festere Bindung 
' derjenigen Bestandteile bewirkt werden, die in anderen Sper- 
mien lose vereinigt sind? Kine Méglichkeit fiir das Studium 
dieser Vorgiinge scheint dadurch gegeben zu werden, daB unter 
der Kinwirkung von Kochsalz Umwandlungen der Kernbestand- 
teile eintreten, die in die gleiche Richtung fihren. Durch 
das Kinsalzen der Gewebe werden die mit Nucleinsiure in Ver- 
bindung stehenden Histone oder Protamine so verindert, dab 
sie sich auf dem bekannten Wege nicht extrahieren lassen, 
ebenso indern sich auch in gewissen Zellen die Farbenreak- 
tionen dissoziierter Kerne, so daB sie den nicht dissoziierten 
ihnlicher werden. Diese Tatsachen habe ich durch die fol- 
' genden Versuche festgestellt. 
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Da laichreife Fischtestikel, welche Protamine enthalten, 
hier schwer zugiinglich waren, muBte ich meine Untersuchungen 
auf histonhaltige Objekte beschrinken. Ich verfuhr im all- 
gemeinen folgendermafen: 

Die zu untersuchende Substanz wurde in feuchtem Zustand 
in einer Reibschale sorgfiltig mit festem Kochsalz verrieben, 
getrocknete Priparate wurden vorher ein wenig angefeuchtet. 
Die Menge des Kochsalzes (2- bis 3faches Volum des festen 
K6rpers) war so groB, daB eine dicke Paste entstand. Diese 
blieb 1 bis 4 Wochen bei Zimmertemperatur stehen. 

Nach Ablauf dieser Zeit wurde das Kochsalz soweit wie 
moglich entfernt, aus den in Wasser unléslichen Praparaten 
(Kernsubstanz der Vogelerythrocyten) durch einfaches Aus- 
waschen, aus léslichen Substanzen durch Dialyse oder durch 
Auflésung in Wasser und Fiallung mit verdiinnter Essigsiure, 
wodurch das Nucleohiston niedergeschlagen wird. In allen 
Fallen wurde durch Priifung von Filtrat und Waschwasser 
festgestellt, daB kein Verlust an Histon stattgefunden hatte. 
Die vom Kochsalz befreite Substanz bzw. das Nucleohiston 
wurde sodann mit absolutem Alkohol zuniichst bei gewéhn- 
licher Temperatur, spiiter in der Siedehitze, dann mit Ather 
und endlich im Exsikkator getrocknet. In gleicher Weise 
wurde eine zweite nicht mit Kochsalz behandelte Substanz 
als Kontrollprobe extrahiert und getrocknet,. 

Zur Feststellung des Gehalts an léslichem Histon wurden 
gewogene Mengen der gesalzenen und der nicht gesalzenen 
trockenen Substanz mit 0,5°/, Schwefelsiiure extrahiert, solange 
noch die Histonreaktion mit Ammoniak im Extrakt nachweisbar 
war. Das Sulfat wurde durch das dreifache Volum Alkohol 
gefillt und gewogen. 

Die Versuchsergebnisse sind in nebenstehender Tabelle 
zusammengestellt. 

Aus diesen Versuchen ergibt sich folgendes: 

1. Durch Wirkung des Kochsalzes wird das Histon in 
der Weise umgewandelt, daf es durch Schwefelsiure nicht 
mehr extrahiert werden kann (Versuch 1b, 2c, 3c, 4). Dieser 
Vorgang ist bei den Vogelbluterythrocyten nach 15 Tagen noch 


Gewicht 
Dauer derlder Kern-]| Gewicht 
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nicht vollendet, nach 30 Tagen vollkommen ausgebildet (Ver. 
such 2b, c). 

2. Durch mehrtigige Dialyse kann die Siureldslichkeit 
des Histons wieder hergestellt werden (Versuch 3b). 


3. Die obige Umwandlung des Histons wird auch dann § 
beobachtet, wenn man statt des Thymusgewebes das aus diesem ff 


Gewebe dargestellte Nucleohiston der Salzwirkung unterwirft, 


doch geht sie langsamer oder unvollkommen vor sich (Ver- f 


suche 5 und 6). 





Nach den Ergebnissen dieser Versuche sollte man voraus- § 
setzen, daB das Verhalten der dissoziierten Kerne gegen die > 
Mischung eines basischen und eines sauren Farbstoffs durch 
die Behandlung mit Kochsalz véllig geiindert wird. Die disso- f 
ziierten Kerne werden durch die Siurewirkung ihres basischen f 
Bestandteils, des Histons, beraubt; man kénnte also erwarten, § 
daB sie damit auch die Fahigkeit zur Aufnahme saurer Farb-f 


stoffe véllig verloren hatten — nach der Kochsalzbehandlung 


hingegen sollten sie gegen die Siurewirkung widerstandsfahig ff 
geworden sein, so daB saure Farbstoffe nach wie vor auf-f 


genommen werden. 


Dies alles wiirde deutlich hervortreten, wenn in den disso- 
ziierten Kernen das Siureiiquivalent gleich dem Baseniquivalent 
wire. Das ist aber nicht der Fall; die Siuremenge iiberwiegt 
vielmehr, so daB die Kerne immer sauer reagieren und nurf 
basische Farbstoffe aufnehmen. Die Erfahrung hat gelehrt,} 
daB durch die Anwendung eines Gemisches von zwei basischen f 
Farbstoffen, deren Basizitat verschieden ist, klare Ergebnisse } ; 


in obigem Sinne erlangt werden. 


Ich habe zunachst die von van Herwerden!?) benutzten 


Farbstoffe Methylgriin und Pyronin angewandt, konnte indes 


keine befriedigenden Resultate erlangen. Erst als ich ein Ge- 
misch von Safranin und Gentianaviolett wirken lieB, zeigtenf 


sich klare Bilder. 





1) Archives Néerlandaises de Physiologie de homme et des ani-f 
maux, tome 1, p. 101 (1916), 
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Die Behandlung der Priparate war folgende: 

Ausstrichpriparate des zu untersuchenden Materials wurden 
wihrend 20 Minuten der koagulierenden Wirkung des Alkohols 
unterworfen, dann wurden die gesalzenen (einstiindige Kin- 


| wirkung 5°/, Kochsalzlésung) und die nicht gesalzenen Objekte 
_ zur Extraktion des Histons 30 Minuten der Kinwirkung 1°/, 


Salzsiure unterworfen, und sorgfaltig mit destilliertem Wasser 


| ausgewaschen. Die Kontrollpriparate wurden direkt gefiarbt. 


Farbungsverfahren. Zur Farbung diente eine Mischung 


| von 1°/, wasserléslichem Safranin und 1°/, Gentianaviolett. 
Die Farbmischung wirkte 10—15 Minuten ein (somatische Zellen 
' von Siugetieren erfordern wenigstens 20 Minuten, Siugetier- 
spermien viel linger). Man spiilt schnell mit Wasser, wiischt 


den UberschuB des Farbstoffs wahrend 1—2 Minuten mit 


| 96°/, Alkohol hinweg und spiilt mit Wasser nach. 
hen F 
ten, § 


Ergebnisse. A. Dissoziierte Kerne: Kerne der Frosch- 
spermien, der Spermien von einem Salmoniden (Coregonus 


Whartmanni) der Erythrocyten von Frosch, Huhn und Gans 


| verhalten sich folgendermaBen: 
ihig F 


1. direkt gefiirbt, nehmen sie die rote Farbe des Sa- 


| franins an, 


2. nach Extraktion mit Salzsiure farben sie sich entweder 


-ausschlieBlich mit dem Gentianaviolett (Erythrocyten- oder 
obige Spermakerne) oder sie nehmen diesen Farbstoff weit- 
| gehend auf, so da8 eine blaupurpurne Farbe entsteht (Kerne 
des Kalbsthymus). 

hrt, F 
hen yoraufgegangen ist, nehmen sie die rote Farbe des Safranins 
' an, als ob sie direkt gefarbt waren. 


3. Wenn der Salzsiureextraktion die Kochsalzbehandlung 


Dies Ergebnis tritt sehr deutlich hervor bei den Erythro- 


' cyten, auch die Spermien vom Fisch und Frosch zeigen es 


klar, wenn die Behandlung eine recht sorgfaltige ist und Va- 


_kuolisierung vermieden wird. Weniger klar tritt es beim 
Kalbsthymus zutage. 


B. Nicht dissoziierte Kerne: aus Leberzellen von Hund und 


| Meerschweinchen. Diese nehmen immer die rote Farbe des 
 Safranins an, mégen sie mit Salzsiure extrahiert sein oder nicht. 
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Ebenso nehmen auch Spermaképfe von Hund und Katze 
ohne Riicksicht auf eine vorhergehende Behandlung mit Salz. 
siiure die rote Farbe des Safranins an, aber dies Ergebnis ist 
schwieriger zu erzielen, da die betreffenden Spermaképfe iiber- 
haupt schwer firbbar sind. Andere Siugetierspermien (Meer. 
schweinchen, Eber, Maus) lieBen sich auf diese Weise iiber- 
haupt nicht richtig farben. 

Es ist mir eine angenehme Pflicht Herrn Prof. A. Kossel, 
der die Anregung fiir diese Versuche gab, fiir seine vielfachen 
Ratschlige bei der Durchfiihrung dieser Arbeit meinen besten 
Dank auszusprechen. 
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